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Resumo 
 
A recolha do condensado do ar exalado (EBC, do inglês exhaled breath condensate) é um método 
não invasivo que pode fornecer informações sobre as vias respiratórias.  
O presente trabalho pretendeu avaliar se a análise da composição do EBC poderia constituir um 
procedimento não invasivo de avaliação da exposição individual a poluentes em ambiente industrial.  
Foi estudada a qualidade do EBC como bioindicador de exposição a poeiras e gases de chumbo no 
ambiente de trabalho em duas fábricas em que este metal é utilizado.  
Foi recolhido EBC dos trabalhadores expostos para determinação dos níveis de chumbo e de outros 
metais em fases sucessivas da semana de trabalho, no início e no fim do turno. Os trabalhadores 
tiveram ainda uma avaliação funcional respiratória, por espirometria. O nível de partículas inaláveis no 
ambiente de trabalho foi avaliado com amostradores pessoais e os seus níveis de metais foram 
registados com amostradores fixos em locais seleccionados.  
A análise elementar das partículas em suspensão no ar foi efectuada por INAA e PIXE, e do EBC por 
espectrometria de massa (ICP-MS). As metodologias de recolha, armazenamento e análise do EBC 
foram avaliadas tendo em conta o tempo de recolha, a homogeneidade da amostra e contaminações 
resultantes do manuseamento e armazenagem. A determinação elementar no EBC foi validada por 
inter-comparação dos resultados com a técnica certificada de TXRF. 
Verificou-se que as concentrações elementares no EBC de trabalhadores expostos aumentaram ao 
longo da semana de trabalho (com excepção do zinco) nas duas fábricas, embora os níveis de 
concentração diferissem significativamente nas duas instalações fabris, reflectindo as diferenças entre 
os dois ambientes de trabalho. Verificou-se também uma correlação positiva entre as concentrações 
de chumbo no EBC e no sangue dos trabalhadores expostos.  
Este trabalho contribuiu para o estabelecimento de uma metodologia de recolha e análise do EBC 
como bioindicador de exposição ocupacional. 
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EBC, Chumbo, Bioindicador, Exposição ocupacional 
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Abstract 
 
The collection of exhaled breath condensate (EBC) samples is a noninvasive method that can provide 
information about the respiratory pathways. 
This work intended to evaluate if the analysis of the EBC composition may be applied as a 
noninvasive procedure to assess the individual exposure to pollutants in an industrial environment. 
Therefore, the exhaled air quality was studied as a bioindicator of exposure to lead dust and aerosols 
in the working environment, where this metal is used. 
The EBC was collect from exposed workers to assess the levels of lead and other metals at different 
stages of the work week, according to their shifts. The workers’ respiratory function was also assessed 
by spirometry. The level of inhalable airborn particulate matter (APM) was evaluated at the work place 
by personal samplers and their metal concentration was assessed through steady samplers in 
selected places. 
The elemental analysis of APM was performed by INAA and PIXE, and the EBC was studied by mass 
spectrometry (ICP-MS). The EBC sampling methodologies, storage and analysis were evaluated 
regarding the collection time, samples’ homogeneity and contaminations resulting from the handling 
and storage. The elemental determination of EBC was validated by an inter-comparison of results with 
TXRF (a certified technique). 
It was verified that the elemental concentrations of EBC in exposed workers tended to increase 
throughout the work week (except for zinc) in both industries, although the concentration levels were 
significantly different. This reflects the differences between the two working environments. It was also 
found a positive correlation between the concentrations of lead in EBC and in blood, in the exposed 
workers. 
This work contributed to the establishment of a sampling and analysis methodology of EBC as a 
bioindicator of occupational exposure. 
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1.1 Aspectos Gerais 
Podemos estar expostos a agentes químicos, físicos e biológicos potencialmente perigosos que 
estejam presentes no ar, águas superficiais e solos. No entanto, a exposição não resulta apenas da 
presença do agente no ambiente. A palavra-chave na definição de exposição é contacto. Tem que 
haver contacto entre o agente e a barreira exterior do corpo humano, como as vias respiratórias, a 
pele ou a boca. A exposição é muitas vezes definida como uma função da concentração e do tempo: 
‘um evento que ocorre quando existe contacto na fronteira entre o humano e o ambiente com um 
contaminante de concentração específica durante um intervalo de tempo’. (Järup, 2003; Barbosa et 
al., 2005)  
As emissões atmosféricas tendem, então, a ser as mais preocupantes em termos de saúde humana, 
devido às quantidades envolvidas, à vasta dispersão e ao potencial de exposição que daí advém. 
(Järup, 2003; Mishra et al., 2006) 
Esta questão torna-se mais pertinente quando falamos em exposição ocupacional. Nas sociedades 
actuais, as pessoas passam cada vez mais tempo nos locais de trabalho, o que torna o estudo dos 
ambientes ocupacionais extremamente importante. Isto é válido para instalações fabris, mas também 
para edifícios de escritórios, apesar dos agentes potencialmente perigosos serem de natureza 
diferente. 
Uma vez que as emissões antropogénicas afectam, primeiramente, quem está directamente em 
contacto com a fonte, fará sentido estudar trabalhadores nas instalações fabris onde passam, pelo 
menos, um terço do seu dia, e os agentes aos quais estão expostos. Em termos de monitorização 
biológica, o estudo da exposição a metais pesados na indústria metalúrgica tem aumentado, devido 
ao seu carácter potencialmente nocivo. 
A evolução das técnicas analíticas tem permitido a exploração de novos meios biológicos a utilizar, de 
modo a permitir uma maior facilidade de recolha, de preferência de forma não invasiva e que torne 
mais exequível o acompanhamento dos trabalhadores expostos. 
É, então, a junção da biomonitorização ocupacional e a pesquisa de novos bioindicadores, metais 
pesados e as técnicas analíticas apropriadas que se pretende desenvolver neste trabalho. 
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1.2 Biomonitorização 
No nosso dia-a-dia, estamos constantemente expostos a substâncias que ocorrem naturalmente 
(encontradas no solo ou produzidas por plantas, animais ou outros organismos) e substâncias 
sintéticas (p.e. fármacos, detergentes, produtos de combustão, etc) no ambiente. Alguns químicos 
são gerados nos nossos corpos, outros são absorvidos através da alimentação, respiração e contacto 
com o que nos rodeia. Apesar da comunidade científica já ter verificado há muito tempo que o nosso 
organismo absorve quantidades muito pequenas de substâncias químicas simplesmente por haver 
interacção com o ambiente, a tecnologia actual permite detectar e medir concentrações vestigiais de 
muitas substâncias ambientais no organismo. Assim, essa medição de compostos vestigiais nos 
humanos é denominada de monitorização biológica, ou biomonitorização. (Amorim, 2003; Viau, 2005; 
Paustenbach & Galbraith, 2006) 
Este termo é usado há muito tempo, e de forma mais alargada nas últimas duas décadas, para 
descrever a exposição e dose interna de metais, por medições em amostras biológicas como sangue 
ou urina, por exemplo. (Amorim, 2003; Viau, 2005; Aitio, 2006; Paustenbach & Galbraith, 2006) 
O primeiro artigo científico sobre biomonitorização – análise do chumbo (Pb) na urina em 
trabalhadores expostos como forma de diagnóstico de doença industrial induzida por este metal – foi 
publicado em 1927. (Aitio, 2006; Angerer et al., 2007; Boogaard 2007) No entanto, e apesar da 
biomonitorização ter a sua origem e mais vasta área de aplicação na determinação de exposição a 
químicos no local de trabalho, também tem feito importantes contribuições para a determinação de 
riscos para a saúde devidos a exposição ambiental. (Menezes et al., 2004; Aitio, 2006; Markert, 2007) 
Durante mais de um século, médicos ocupacionais e higienistas industriais monitorizaram populações 
de trabalhadores no que diz respeito à exposição a várias substâncias perigosas. A medicina clínica 
tem registado, ao longo dos séculos, a importância da medição de componentes de fluídos corporais 
como indicadores de risco para a saúde. (Corradi & Mutti, 2005; Albertini, 2006) 
No início dos anos 1960 começaram a surgir técnicas analíticas que permitiam medir concentrações 
muito baixas de substâncias químicas no sangue e na urina. A título de exemplo, pode referir-se a 
espectrometria de absorção atómica que permitiu descobrir que a população geral dos países 
industrializados estava exposta a Pb num grau que requeria acções imediatas. Como consequência, 
o conteúdo de Pb da gasolina foi reduzido e pela primeira vez a biomonitorização humana foi usada 
em estudos populacionais alargados para determinar níveis de Pb no sangue e para controlar o 
sucesso das medidas tomadas. (Angerer et al., 2007) 
Assim, na determinação de exposição a metais, indicadores de efeito e indicadores de exposição têm 
sido considerados em vários documentos, publicados desde os anos 1970 pelo Comité Científico de 
Toxicologia de Metais da Comissão Internacional de Saúde Ocupacional (ICOH). (Aitio, 2006) No 
início dos anos 80 foi preparada a directiva europeia 80/1107/EEU, que fornecia a primeira base legal 
para a biomonitorização em cenário ocupacional a nível europeu. Em 1982 surgiu uma directiva que,a 
partir da anterior, regulamentava as concentrações de Pb no sangue (82/605/EEC). (Boogaard, 2007) 
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Um biomarcador é, então, um indicador que assinala um evento ou condição num sistema biológico 
ou amostra, dando uma medida de exposição, efeito ou susceptibilidade (IUPAC, 2004). 
Enquanto um biomarcador de exposição relaciona a exposição a um xenobiótico (i.e., um metal ou 
composto metálico) aos níveis desta substância ou seus metabolitos, ou o produto de uma interacção 
entre a substância e uma molécula-alvo ou célula que pode ser medida num compartimento do 
organismo, um biomarcador de efeito é aquele que, dependendo da sua magnitude, pode ser 
reconhecido como associado a uma doença ou problema de saúde possível ou já estabelecido. 
(IUPAC, 2004; Aitio, 2006; Amorim & Cardeal, 2007; Angerer et al 2007; Markert, 2007) 
Os biomarcadores de exposição podem então ser usados para identificar indivíduos ou grupos 
expostos, quantificar a exposição, determinar os riscos para a saúde ou assistir no diagnóstico de 
doença ocupacional (ou ambiental). (Menezes et al., 2004; Aitio, 2006; Paustenbach & Galbraith, 
2006; Markert, 2007) 
Os biomarcadores de exposição reflectem a variação da exposição, e ao mesmo tempo a exposição 
de todas as fontes, estando assim mais próximos da concentração que é mais importante do ponto de 
vista toxicológico, relativamente ao químico no local alvo. (Amorim, 2003; Aitio, 2006) 
Os biomarcadores não diferenciam entre fontes de exposição e, para diminuir o risco do químico, 
poderá ser necessário considerar (e analisar) separadamente os diferentes locais (trabalho, ambiente 
em geral, hobbies, entre outros aspectos que possam ser considerados relevantes). 
Em cenário ocupacional, a quantificação da exposição normalmente refere-se a uma comparação da 
quantidade absorvida pelo corpo humano com a exposição equivalente ao limite de exposição 
ocupacional em vez de um derivado da dose (p.e. em mg/kg peso corporal). (Menezes et al., 2004; 
Aitio, 2006) 
Idealmente, os dados de biomonitorização ambiental, ocupacional e clínica seriam suportados pelo 
controlo da qualidade, padronização analítica, disponibilidade de grupos controlo e outros 
mecanismos de limitação de incerteza e variabilidade. (Aitio, 2006; Albertini, 2006; Boogaard, 2007) 
Para isso, no início dos anos 80, a Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Económico 
(OCDE) avançou os princípios de boas práticas laboratoriais. Quase ao mesmo tempo, várias 
organizações em diversos países estabeleceram programas de controlo da qualidade para análises 
químicas para várias substâncias em meios biológicos. (Aitio, 1994; Angerer et al 2007) 
Estas iniciativas tiveram efeitos profundos na validação de medições de biomarcadores, e um 
exemplo disso é a determinação do Pb no sangue. Desde a implementação dos programas de 
controlo da qualidade (QC/QA), os desempenhos analíticos dos laboratórios participantes 
apresentaram melhorias evidentes. Em 1979, dos 200 laboratórios participantes, apenas 45 (23%) 
apresentaram valores de Pb no sangue dentro dos limites de tolerância estabelecidos. 20 anos 
depois, dos 272 laboratórios participantes, 255 (94%) reportaram valores aceitáveis. (Aitio, 1994) 
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Os investigadores que trabalham nesta área sabem que é mais difícil obter resultados analíticos 
reprodutíveis e precisos nas concentrações mais baixas da gama em estudo. Como exemplo, as 
variações toleráveis dos valores de referência do chumbo no sangue vão desde 12% a 30%, 
enquanto as concentrações alvo se movimentam de 700 a 50µg/L. De forma geral, está reportado 
que os intervalos toleráveis de variações vão de 7.5-43.5% para substâncias inorgânicas e de 12-
48% para substâncias orgânicas. É importante sublinhar que estes intervalos são estabelecidos 
apenas com base na variabilidade analítica do laboratório e não têm em conta a variabilidade 
biológica. (Aitio, 1994; Angerer et al 2007) 
Uma característica que distingue a biomonitorização de químicos de, por exemplo, análises químicas 
clínicas é o facto da concentração do químico depender da cinética e do padrão de exposição. No 
local de trabalho, a exposição dura, no máximo, 8 horas diárias e muitas vezes até limitada a 
pequenos períodos de tempo durante as horas de trabalho. Alguns químicos, ou os seus metabolitos, 
têm tempos de meia-vida muito curtos no corpo humano, especialmente no sangue, baixando a 
concentração muito rapidamente logo após a exposição – e a concentração medida pode reflectir 
mais o período de tempo entre a exposição e a recolha da amostra do que a concentração original 
durante a exposição. (Menezes et al., 2004; Aitio, 2006; Paustenbach & Galbraith, 2006) 
No entanto, existem diferentes possíveis mecanismos de absorção, retenção e excreção de 
substâncias tóxicas pelo corpo humano, dependendo do elemento e as suas associações a outros 
elementos ou compostos (p.e. Fay & Mumtaz, 1996; Iavicoli et al., 2007). Existem várias formas de 
determinar concentrações elementares no corpo humano mas, uma vez que eles não estão 
distribuídos igualmente por todos os orgãos, a utilização de amostras/tecidos diferentes deverá 
produzir resultados diferentes. Fluídos biológicos (urina, sangue, leite, suor, saliva) reflectem 
exposição a curto-prazo, enquanto os tecidos moles e duros (fígado, rins, placenta, tecido adiposo, 
ossos, dentes, cabelo e unhas) são melhores indicadores de exposição prolongada (Iyengar et al., 
1998; Hac et al., 2000; Petersen et al., 2000; Apostoli, 2002; Gomes et al., 2004; Iavicoli et al., 2007). 
Os maiores desafios da biomonitorização incluem o desenvolvimento de métodos de monitorização, 
que sejam suficientemente acessíveis para serem aplicados com uma frequência que torna possível 
uma biomonitorização significativa de químicos com um curto tempo de meia-vida e o 
desenvolvimento de valores-guia de biomarcadores de exposição específicos para espécies 
individuais de diferentes metais. (Aitio, 2006; Paustenbach & Galbraith, 2006) 
 
1.3 Metais pesados e a Saúde 
Os metais (do grego ‘metallon’) são elementos com propriedades físicas e químicas que dependem 
do seu reduzido número de electrões nas órbitas externas e com a tendência para formarem iões 
positivos. Nos não-metais (como o flúor, iodo, cloro, selénio, fósforo), poucos electrões faltam para 
completar a camada externa, enquanto que os metalóides (boro, arsénio, antimónio) apresentam 
características intermédias. Entre os 103 elementos da tabela periódica, 79 podem ser incluídos no 
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grupo dos metais, que podem ainda ser classificados como ‘leves’ ou ‘pesados’. No entanto, e apesar 
de não haver uma definição clara de metal pesado, na maior parte dos casos a densidade é o factor 
determinante, sendo assim definido como aquele que tem uma massa específica de mais de 5g/cm3. 
(Apostoli, 2002; Järup, 2003) 
Alguns metais representam um campo de interesse tradicional e bastante extenso no âmbito da 
medicina ocupacional e ambiental. Isto deve-se a exposições prolongadas, evidências de doenças 
específicas e, mais recentemente, à possibilidade de estudar de forma mais precisa a sua dose e 
efeitos. (Apostoli, 2002) 
Os metais pesados têm sido usados em muitas áreas diferentes durante milhares de anos. A título de 
exemplo, pode referir-se que o chumbo é usado há pelo menos 5000 anos, sendo que as aplicações 
iniciais incluíam materiais de construção, pigmentos para cerâmica e canalização para transporte de 
água. O mercúrio era alegadamente usado pelos romanos como um bálsamo para as dores de 
dentes em crianças e foi posteriormente (entre 1300 e o final de 1800) usado como remédio para a 
sífilis. Claude Monet usava pigmentos de cádmio em meados do século XIX, mas a escassez do 
material limitou o uso em materiais artísticos até ao início do século XX. (Barry, 1975; Christensen, 
1995; Hernberg, 2000; Apostoli, 2002; Järup, 2003) 
Desde meados do século XIX, o processamento de metais pesados aumentou bastante, com 
emissões concomitantes para o meio ambiente. No entanto, no final do século XX, as emissões de 
metais pesados começaram a diminuir em países desenvolvidos por imposição legislativa (p.e. no 
Reino Unido, diminuíram mais de 50% entre 1990 e 2000). (Tong et al., 2000; Apostoli, 2002; Järup, 
2003; Barbosa et al., 2005) 
A exposição a metais (nomeadamente em cenário ocupacional) pode resultar num vasto leque de 
implicações para a saúde humana. Instalações industriais, como metalurgias, fundições, de plásticos 
ou de baterias, entre outras, apresentam-se como fontes potenciais de exposição perigosa para os 
seus trabalhadores (revisto por Waalkes et al., 1992). Existem diversos elementos presentes nestes 
locais de trabalho industriais, normalmente sob a forma de particulado, e que se sabe apresentarem 
riscos para a saúde humana, como o arsénio, crómio, cobalto, níquel, cobre, níquel, zinco, manganês, 
além dos referidos anteriormente. Alguns são conhecidos carcinogénicos, enquanto que para outros 
as evidências são limitadas (Sunderman, 1978, 1984; Kazantzis; 1981; Ishinishi et al., 1986; 
Kazantzis & Lilly, 1986; Peters et al., 1986; Norseth, 1988; IARC, 2003), mas todos apresentam riscos 
para a saúde dos indivíduos expostos (p.e. Sunderman, 1978; Kazantzis, 1981; Kazantzis & Lilly, 
1986; Peters et al., 1986; Reeves, 1986; Tsuchiya, 1986; Chia et al., 1989; Waalkes & Oberdorster, 
1990; Kasprzak, 1991; WHO, 1991; Stohs & Bagchi, 1995; Beckman & Ames, 1998; Hartwig, 2000; 
Hernberg, 2000; NRC, 2001; Wasowicz et al., 2001; Antonini et al., 2005). 
Apesar dos efeitos adversos dos metais pesados serem conhecidos há muito tempo, a exposição da 
população a estes metais continua a ser um problema relevante em saúde. (Tong et al., 2000; Järup, 
2003; Brodkin et al., 2007) 
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Dentro desse âmbito, muitos estudos têm focado a toxicidade induzida pelos metais, enfatizando o 
seu papel na geração de espécies reactivas de oxigénio e de azoto em sistemas biológicos. A 
formação de radicais livres mediada por metais pode causar várias modificações nas bases de DNA, 
aumentando a peroxidação lipídica, bem como alterações na homeostase de diversos elementos 
essenciais. (Valko et al., 2006) Por exemplo, a maioria dos elementos do quarto grupo é 
carcinogénica, podendo assumir-se que esse efeito está relacionado com a estrutura electrónica dos 
metais de transição (Ho et al., 2002). 
Segundo Valls e de Lorenzo (2002), podemos classificar os metais em três categorias, do ponto de 
vista fisiológico: 
i) essenciais não-tóxicos, p.e. Ca e Mg; 
ii) essenciais mas nocivos acima de determinada concentração, p.e. Fe, Mn, Zn, Cu, Co, 
Ni; 
iii) tóxicos, quando prejudicam o crescimento ou o metabolismo de um organismo, p.e. Hg, 
Pb e Cd. (Fasim et al., 2002) 
Os metais e os compostos metálicos podem ser absorvidos por ingestão, inalação e por vezes até 
através da pele. Uma vez absorvidos, os iões metálicos e os compostos entram no sangue e ligam-se 
principalmente aos glóbulos vermelhos e/ou às proteínas do plasma. Através da corrente sanguínea, 
os metais são então distribuídos pelo organismo. O fígado e os rins têm uma elevada capacidade de 
ligação a metais. Os ossos e outros tecidos mineralizados como os dentes, podem funcionar como 
órgãos de armazenamento para os metais (Mallinckrodt & Meissner, 1994) Em termos de vias de 
excreção, a urina e as fezes são as principais vias, dependendo muitas vezes do tipo de absorção. 
Os metais essenciais que são requeridos para o funcionamento celular de tecidos e órgãos, e cujas 
concentrações são reguladas por processos fisiológicos específicos, podem apresentar-se em 
concentrações acima das quais se tornam tóxicos, sobretudo por inalação. 
Como exemplo podemos referir o cobre que, integrando várias enzimas, acima de determinadas 
concentrações se torna tóxico. O excesso de cobre acumula-se no fígado, sendo a sua forma mais 
tóxica o ião Cu+. Existem evidências epidemiológicas, nomeadamente a elevada incidência de cancro 
entre os caldeireiros, que sugerem um efeito carcinogénico do cobre. Nos seres humanos não estão 
descritos casos de envenenamento crónico por este metal, mas existem registos de envenenamento 
agudo por ingestão, com sintomas que incluem danos no fígado e rins, e febre com sintomas de 
gripe. (Sze et al., 1996).  
O cobalto pode ser encontrado na natureza, nomeadamente no solo em baixas concentrações, mas 
normalmente é recuperado em fundições, e já foram registados efeitos respiratórios adversos. (Merck 
Index, 1989) As vias de absorção descritas são a inalação e a ingestão, sendo que esta última está 
dependente de outros factores, como a presença de ferro, aminoácidos e proteínas. A vitamina B12 
(cianocobalaminas) contém cobalto e é necessária para o crescimento de tecidos. Grande parte do 
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Co presente no organismo incorpora-se nas cobalaminas ou liga-se a proteínas de baixo peso 
molecular, enquanto que o restante se acumula nos ossos. Em termos de toxicidade, os casos 
agudos apresentam como manifestações edema pulmonar, alergia, náuseas, enquanto que a 
toxicidade crónica pode originar sindromas pulmonares, irritação gastrointestinal, cardiomiopatia e 
lesões na tiróide. (Smith et al., 1972; Wehner & Craig, 1972; Weinzierl & Web, 1972; Barnes et al., 
1976; Leboulanger, 1977; Tailor & Marks, 1978; Barton et al.,1981) 
No que diz respeito ao manganês, é o 12º elemento mais abundante na crosta terrestre e, apesar do 
manganês metálico puro não ser muito utilizado, os seus compostos são usados em fertilizantes, 
rações de animais, produtos farmacêuticos, tintas, entre outros. A principal via de absorção é a 
ingestão, e a sua importância no desenvolvimento cerebral e do sistema nervoso central foi já 
reconhecida. A via de excreção do Mn tem sido um ponto de controvérsia entre autores, dependendo 
do tipo de estudos realizados. O tempo de meia-vida do 54Mn no organismo humano pode ir desde 4 
dias a 39 dias. (Mahoney & Small, 1968; Crerar et al., 1980; Benko & Cikrt, 1984) 
O ferro é o 4º elemento mais abundante na crosta terrestre, mas raramente se apresenta como metal 
livre. É o metal mais barato e o mais utilizado, principalmente na forma de aço (ferro endurecido com 
carbono). É um micronutriente essencial utilizado em quase todos os aspectos do funcionamento 
normal de uma célula. A principal via de absorção do Fe é o tracto gastrointestinal e acumula-se 
principalmente no sangue (hemoglobina). As suas concentrações no organismo devem ser estáveis, 
sendo importante perceber que tanto o excesso como a deficiência podem ser bastante prejudiciais. 
Existem proteínas (transferrina, lactoferrina e ferritina) que mantêm o Fe numa forma solúvel e 
biodisponível, enquanto previnem que este catalize reacções que produzem produtos oxidativos 
perigosos. (Alexander, 1994; Ghio et al., 2006; Gutteridge et al., 2006) 
Também o zinco é um elemento vestigial essencial ao organismo humano. A sua absorção ocorre 
essencialmente a nível do intestino delgado. No sangue, o zinco absorvido é distribuido pelos 
glóbulos vermelhos, plasma e glóbulos brancos; no entanto, diferentes factores influenciam a 
absorção do Zn2+, como as proteínas animais, ácidos gordos insaturados, elevados níveis de cobre e 
compostos minerais ferrosos que competem com o Zn pela absorção e até a idade do indivíduo. 
(Fisher, 1975) Os músculos armazenam a maior parte do Zn presente no organismo, seguidos pelos 
ossos. O Zn é necessário para várias funções fisiológicas, incluindo o crescimento e multiplicação de 
células, integridade da pele, metabolismo ósseo, fertilidade, sistema imunitário, entre muitas outras. É 
relativamente pouco tóxico mas doses elevadas podem originar problemas, como sintomas a nível 
gastrointestinal, uma diminuição na síntese do grupo heme ou hiperglicemia. (Neve & Perets, 1988; 
Kruse-Jarres, 1989) 
Em termos de elementos não essenciais, e do ponto de vista ecotoxicológico, os metais mais 
perigosos são, como já foi referido, o mercúrio, o chumbo, o cádmio e o crómio na sua forma 
hexavalente (Ahluwalia & Goyal, 2007).  
O mercúrio tem vindo a requerer menos atenção pois está a cair em desuso nos processos industriais 
fruto da introdução de novas tecnologias (Volesky & Holan, 1995). Ainda assim, as formas mais 
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importantes de exposição humana a Hg são a inalação e a ingestão (através da dieta) (WHO, 1990, 
1991), sabendo-se que cerca de 80% do vapor de mercúrio inalado é retido nos pulmões e 
subsequentemente na corrente sanguínea. (Hursh et al., 1980) O mercúrio pode ter um tempo de 
meia-vida de poucas semanas até vários anos, dependendo do tipo de compostos (Cherian et al., 
1978; Kershaw et al., 1980; Sherlock et al., 1984; Clarkson et al., 1988; Järup, 2003). Estima-se que 
menos de 10% do Hg inorgânico originado pela dieta seja absorvido (Hursh et al., 1976; Elinder et al., 
1988; WHO, 1991). Em contraste, o metilmercúrio na alimentação pode ter uma taxa de absorção até 
95% (Clarkson, 1972). Este tempo de resiliência resulta da acumulação em diferentes órgãos como 
os rins, fígado, baço, cérebro, mas também as glândulas tiróide e pituitária, o pâncreas e os órgãos 
reprodutivos (Bidstrup, 1972; Nylander et al., 1987, 1989; WHO, 1991; Drasch et al., 1992; Järup, 
2003), sendo principalmente eliminado através da urina em casos de exposição elevada (WHO, 
1991). 
O cádmio é muito utilizado em baterias recarregáveis de níquel-cadmio, em pigmentos, 
revestimentos, ligas e componentes para electrónica (Järup, 2003; Zouboulis et al., 2004), estando 
também presente em fertilizantes e fungicidas (Adamis et al., 2003). A exposição crónica a elevados 
níveis de cádmio pode provocar disfunções renais, degeneração dos ossos, danos no fígado e no 
sangue, sendo o cádmio e os seus compostos considerados carcinogénicos para o Homem (Järup, 
2003; Sheng et al., 2004). 
A concentração de Cd pode ser determinada no sangue (onde se encontra parcialmente acumulado 
nos eritrócitos – 70%) no que diz respeito à intensidade da exposição (Herber et al., 1988; Herber, 
1994). As principais formas de eliminação são as fezes (que representam o Cd ingerido) e a urina 
(WHO, 1992). Tanto o Cd no sangue como na urina são usados em biomonitorização, mas o último 
mostra melhores resultados no que diz respeito a exposições recentes, apesar de reflectir alguma 
acumulação de Cd nos rins, enquanto que o sangue apresenta resultados mais fiáveis para 
exposições prolongadas (Nordberg & Nordberg, 1988, Janup et al., 1997; Norseth & Cecutti, 1979; 
WHO, 1979).  
A urina também pode ser um bom meio de testar a exposição ao níquel (McNeely et al., 1972; 
Domingo et al., 2001), que é acumulado principalmente nos rins, mas também nas glândulas 
endócrinas, pulmões, fígado e cérebro. (Sarkar, 1980; Schaller et al., 1994) 
A estimativa para a meia-vida do Ni (incluindo testes em animais) pode variar desde algumas horas 
até vários meses, dependendo do composto e da via de absorção (Tossavainen et al., 1980; 
Christensen & Lagesson, 1981; Raithel et al., 1982; Tanaka et al., 1985, 1988). Yoshioka et al. (2008) 
registou as concentrações de Ni e Cd na urina de trabalhadores em baterias de Ni-Cd durante uma 
semana de trabalho e os níveis de Ni aumentaram ao longo da semana, enquanto que os níveis de 
Cd se mantiveram estáveis, o que pode sugerir que o organismo tende a ser mais conservativo em 
relação ao Cd. 
Outro potencial poluente bastante descrito na literatura é o crómio. Este metal ocorre normalmente 
em dois estados oxidativos, Cr(III) e Cr(VI). O Cr(VI) é o agente mais perigoso associado a efeitos 
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tóxicos agudos e crónicos, bem como ao cancro (Herold & Fitzgerald, 1994; ATSDR, 2000; De Flora, 
2000). A absorção ocorre principalmente através dos pulmões, por inalação de material particulado e 
fumos (ATSDR, 2000; Caglieri et al., 2006). No entanto, o Cr é também absorvido através do tracto 
gastrointestinal e pele (O’Flaherty et al., 2001). A urina é a principal forma de excreção e nas 
primeiras duas horas após a absorção (Herold & Fitzgerald, 1994), mas o sangue parece ser mais 
adequado como indicador de exposições prolongadas, como demonstrado por Sheepers et al. (2008). 
Dada a relevância do Pb na saúde humana, bem como a sua utilização industrial actual, é um 
excelente candidato a estudos em cenário ocupacional, pelo que seguidamente se fará uma 
descrição mais pormenorizada das suas implicações na saúde. 
 
1.3.1 Chumbo e a Saúde 
O chumbo foi um dos primeiros metais a ser processado pelo Homem, tendo sido encontrado em 
artefactos do antigo Egipto, que datam de 3500 a.C.. (Hernberg, 2000; Tong et al., 2000; Järup, 2003; 
Gidlow, 2004; Toscano & Guilarte, 2005; Stoleski et al., 2008). 
Existem evidências da utilização do Pb metálico na China (ca 3000 a.C.), e de explorações Fenícias 
na Península Ibérica, em 2000 a.C.. No século V a.C os Romanos fizeram uma exploração extensiva 
(uma média de 60 000 toneladas de Pb, ao longo de 400 anos) dos depósitos de chumbo em toda a 
Península Ibérica. O envenenamento por Pb era, então, comum na Roma Antiga, devido às mais 
variadas utilizações deste metal. Diz-se até que este envenenamento era ‘epidémico’ e poderá ter 
contribuído para a decadência e posterior queda do império Romano. (Gilfillan, 1965; Hernberg, 2000; 
Voleski 2001). 
Até há poucas décadas a população, em geral, estava significativamente exposta a chumbo devido 
às loiças de cerâmica fracamente vidradas, o uso de solda de chumbo nas latas de alimentos, níveis 
elevados de chumbo na água de consumo em grande parte resultante da utilização de chumbo nas 
canalizações na rede de distribuição, o uso de compostos de chumbo em tintas e cosméticos, 
deposição nas culturas, as poeiras de fontes industriais, gasolina, etc.. Foi uma importante causa de 
morbilidade e mortalidade durante a Revolução Industrial e o controlo efectivo de trabalhadores em 
chumbo só ocorreu em meados do século XX. (Tong et al., 2000; Gidlow, 2004; Toscano & Guilarte, 
2005)  
Durante o século passado, as emissões de chumbo que mais contribuíram para a poluição do ar 
ambiente, provinham do petróleo (combustíveis / gasolina) estimando-se em cerca de 50%, sendo 
sem dúvida as mais importantes. Nas últimas décadas, no entanto, as emissões de chumbo nos 
países desenvolvidos têm diminuído drasticamente devido à introdução de gasolina sem chumbo, 
tendo-se verificado também uma diminuição dos níveis sanguíneos de chumbo na população. (Järup, 
2003; Barbosa et al., 2005)  
A exposição ocupacional a chumbo inorgânico ocorre em minas e fundições, bem como em fábricas 
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de soldadura de metal pintado com chumbo e fábricas de baterias e reciclagem. O chumbo 
transportado pelo ar pode ser depositado no solo e na água, atingindo assim os humanos através da 
cadeia alimentar. Até 50% do chumbo inalado pode ser absorvido nos pulmões. Cerca de 78% do Pb 
absorvido concentra-se no ossos, enquanto que apenas 2% do Pb do organismo se encontram no 
sangue (Barry, 1975). No sangue, o Pb liga-se aos eritrócitos, tendo um tempo de meia-vida de 1 mês, 
pelo que apenas uma reduzida percentagem se dissemina no plasma (Christensen & Kristiansen, 
1994). A sua eliminação é relativamente lenta e através da urina. Acumula-se preferencialmente no 
esqueleto libertando-se lentamente (o tempo de meia-vida ronda os 20-35 anos), embora a 
acumulação no fígado e nos rins também possa ser relevante. (Hernberg, 2000; Tong et al., 2000; 
Järup, 2003; Toscano & Guilarte, 2005; Mishra et al., 2006; Stoleski et al., 2008)  
Tendo em conta a longa história da toxicidade do chumbo e as extensas publicações (é, 
provavelmente, a toxina ocupacional mais estudada), poderíamos pensar que a exposição a este 
metal é controlada e que o envenenamento por chumbo era apenas uma entidade histórica, mas não 
é isso que acontece. A exposição ao chumbo é actualmente bem controlada nas maiores indústrias 
de chumbo, como fundições e manufactura de baterias. No entanto, existem indústrias 
(particularmente na indústria da demolição) onde ainda persiste o envenenamento por chumbo. 
Apesar da produção de alquilos de chumbo (agora apenas chumbo tetraetilado) estar em rápido 
declínio com o aumento mundial do uso de gasolina sem chumbo, também o envenenamento com 
chumbo orgânico é ainda ocasionalmente verificado em funcionários de limpeza de tanques 
(armazenamento de gasolina que continha chumbo). (Tong et al., 2000; Gidlow, 2004; Toscano & 
Guilarte, 2005; Mishra et al., 2006; Stoleski et al., 2008)  
 
1.3.1.1 Consequências da exposição ao chumbo 
No que diz respeito aos efeitos mais directos no Homem, nos adultos o chumbo inorgânico é 
rapidamente absorvido pelos sistemas gastrointestinal e respiratório, mas não penetra 
significativamente na barreira hematoencefálica. No entanto, as crianças são especialmente 
susceptíveis à exposição ao chumbo e ao subsequente dano cerebral, devido ao elevado uptake 
gastrointestinal e à barreira hematoencefálica mais permeável, por se encontrar ainda pouco 
desenvolvida. (Hernberg, 2000; Järup, 2003; Gidlow, 2004; Toscano & Guilarte, 2005) 
Existem também evidências de que certos factores genéticos e ambientais podem aumentar os 
efeitos deletérios do chumbo no desenvolvimento neurológico, confirmando a vulnerabilidade das 
crianças à neurotoxicidade do chumbo. (Järup, 2003; Toscano & Guilarte, 2005)  
A controvérsia mantém-se e os estudos sucedem-se, havendo autores que afirmam que os estudos 
realizados não fornecem dados adequados para retirar conclusões firmes acerca dos efeitos 
biológicos dos níveis actuais de exposição. (Gidlow, 2004) 
Em indivíduos expostos na sua actividade laboral, alguns estudos demonstraram um abrandamento 
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no tempo de reacção sensorial e motora em homens que trabalham com chumbo e algum distúrbio da 
função cognitiva em trabalhadores com níveis de chumbo no sangue superiores a 40µg/100mL. Têm 
sido observadas alterações subtis na função neuropsicológica de indivíduos que trabalham com 
chumbo inorgânico, tais como a performance visual e motora, memória, atenção, com níveis de 
chumbo no sangue superiores a 50µg/100mL. (Hernberg, 2000; Gidlow, 2004) 
Exposições prolongadas e níveis sanguíneos da ordem de 60µg/100mL podem originar sintomas nos 
nervos periféricos com redução na velocidade de condução do nervo e redução da sensibilidade 
dérmica. Se a neuropatia for severa, a lesão pode ser permanente. (Järup, 2003; Toscano & Guilarte, 
2005) 
Outra área que tem vindo a ser explorada é a toxicologia reprodutiva, uma vez que, a níveis muito 
elevados de chumbo no sangue, o metal é um poderoso ‘abortivo’. A níveis mais baixos, tem sido 
associado com abortos espontâneos e baixos pesos ao nascimento. (Gidlow, 2004; Bellinger, 2005)  
A toxicidade reprodutiva do chumbo em trabalhadores masculinos tem sido estudada mas, até à data, 
os resultados têm sido inconsistentes. Alguns estudos mostraram reduzida contagem de 
espermatozóides e reduzida mobilidade, mas existem poucos dados que demonstrem um efeito na 
capacidade reprodutiva. Além disso, muitos desses estudos não tiveram em consideração potenciais 
factores de interferência como outras exposições ocupacionais (p.e. calor e solventes) ou factores 
sociais, como o consumo de álcool, o tabaco ou o uso de medicação. (Gidlow, 2004; Bellinger, 2005)  
A informação disponível actualmente indica que efeitos significativos na capacidade reprodutiva não 
são observados em concentrações de chumbo no sangue inferiores a 50µg/100mL, mas 
concentrações superiores a 40µg/100mL podem afectar a morfologia e função dos espermatozóides. 
(Gidlow, 2004; Bellinger, 2005)  
Foi também descrita uma associação entre exposição a baixos níveis de chumbo e o aumento da 
pressão sanguínea, mas os resultados não são suficientemente consistentes, nem consideraram a 
influência de factores como a obesidade, o tabaco e o consumo de álcool. (Järup, 2003; Gidlow, 2004) 
O chumbo pode influenciar a função renal quando os níveis de chumbo no organismo se mantiverem 
acima do valor limite de exposição (VLE = 150µg/m3, DL 274/89 de 21 de Agosto). Os estudos 
realizados até agora chegam a mostrar algumas correlações interessantes, mas continua tudo em 
aberto para discussão, uma vez que ainda não se sabe se os resultados obtidos são clinicamente 
significativos, se representam pequenas modificações celulares ou alterações funcionais significativas, 
ou até se deficiências renais pré-existentes poderão levar a níveis mais elevados de chumbo no 
sangue. Ainda não existem dados fiáveis sobre a influência dos níveis actuais de exposição a 
chumbo nas afecções renais mas, uma vez que já foi sugerido que estas alterações estejam 
relacionadas com a dose acumulada de chumbo e não com a concentração de chumbo no sangue 
(que reflecte fundamentalmente exposição recente a este metal), as medições de acumulação do 
metal, no osso por exemplo, podem dar uma correlação mais aproximada. (Järup, 2003; Gidlow, 2004)  
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Em estudos experimentais efectuados em animais, o chumbo pode reduzir a imuno-resistência e 
aumentar a mortalidade. No entanto, não existem estudos que permitam retirar conclusões similares 
em humanos. (Gidlow, 2004)  
Não se poderia estudar o impacto do chumbo na saúde humana sem mencionar os seus efeitos 
carcinogénicos. No entanto, estudos epidemiológicos coordenados pela International Agency for 
Research on Cancer (IARC) para avaliação da capacidade cancerígena do Pb (IARC 1980) quer nas 
suas formas orgânicas ou inorgânicas (IARC 2006) não têm sido conclusivos. 
Apesar do valor dos estudos científicos realizados ao longo dos anos sobre os efeitos tóxicos do 
chumbo, ainda existem falhas no conhecimento e incertezas sobre os efeitos na saúde de exposições 
a baixos níveis de chumbo. Não existem dúvidas de que estamos perante uma estreita margem de 
segurança entre os actuais limites ocupacionais de chumbo no sangue e a evidência de efeitos 
clínicos. A pressão na indústria irá continuar para que seja reduzida a exposição ocupacional, quer 
por implementação de medidas de higiene mais restritas quer por instalação de equipamentos que 
limitem o nível de poeiras e fumos no local de trabalho. (Hernberg, 2000; Gidlow, 2004)  
Assim, a principal forma de exposição ao chumbo, a nível ocupacional, é através da inalação. Como 
tal, faz sentido percebermos, de forma geral, como funciona o sistema respiratório e de que forma as 
trocas gasosas a nível alveolar podem favorecer a absorção de chumbo pelos tecidos pulmonares. 
 
1.4 O Sistema Respiratório 
Como se sabe, o sistema respiratório dos humanos e outros mamíferos é responsável pela entrada, 
filtração, aquecimento, humidificação e saída de ar do organismo. Permite as trocas gasosas com o 
meio ambiente, oxigenando o sangue e possibilitando a respiração celular. O processo de troca 
gasosa no pulmão (oxigénio por dióxido de carbono) é denominado hematose pulmonar.  
Os órgãos do sistema respiratório (representados na figura 1.1), além dos dois pulmões, incluem as 
fossas nasais, boca, faringe (nasofaringe), laringe, traqueia, brônquios (e as suas subdivisões), 
bronquíolos (e as respectivas subdivisões), os alvéolos pulmonares reunidos em sacos alveolares e o 
diafragma. (Guyton, 1988; Jacob, Francone & Lossow, 1990; Mallinckrodt & Meissner, 1994)  
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Figura 1.1: Representação esquemática do sistema respiratório humano (adaptado de http://www.cpnonline.org/) 
Em condições normais de respiração, o ar passa pelas fossas nasais onde é filtrado por pêlos e muco, 
e aquecido pelos capilares sanguíneos do epitélio respiratório (tecido altamente vascularizado). 
Passa então pela faringe, laringe, traqueia, brônquios, bronquíolos, depois alvéolos, onde ocorre a 
hematose. (Guyton, 1988; Jacob, Francone & Lossow, 1990; Mallinckrodt & Meissner, 1994)  
A função do sistema respiratório é basicamente garantir as trocas gasosas com o meio (hematose), 
mas também ajuda a regular a temperatura corporal, o pH do sangue e a libertação de água.  
A inspiração e a expiração são processos passivos do pulmão já que este não se movimenta, ficando 
essa função a cargo do diafragma, dos músculos intercostais e da expansibilidade da caixa torácica, 
que garante a consequente expansão do pulmão graças à coesão entre a pleura parietal (fixa na 
caixa torácica) e a pleura visceral (fixa no pulmão). (Jacob, Francone & Lossow, 1990; Mallinckrodt & 
Meissner, 1994)  
Muito do ar que é transportado para as vias respiratórias a cada respiração, nunca atinge os alvéolos, 
por encher as passagens como o nariz, a faringe, a traqueia e os brônquios. Em seguida, esse ar é 
expirado, sem nunca ter entrado nos alvéolos. Do ponto de vista da oxigenação do sangue, esse ar é 
completamente inútil. Por isso, as vias respiratórias constituem o ‘espaço morto’. O volume total 
desse espaço é, normalmente, de 150mL, o que quer dizer que, durante a inspiração de um volume 
corrente normal de 500mL, apenas 350mL de ar novo chegam aos alvéolos. (Guyton, 1988)  
Desta forma, a medida mais importante da eficiência da respiração de uma pessoa é a sua ventilação 
alveolar, definida como a quantidade total de ar ‘novo’ que chega aos alvéolos a cada minuto. Se a 
cada inspiração, apenas 350mL de ar novo entram nos alvéolos e a frequência de respiração é de 12 
por minuto, a ventilação alveolar tem um valor médio de 4200mL/min. Durante o esforço respiratório 
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máximo, esse valor pode ser aumentado até ao máximo de 120L/min e, no extremo oposto, uma 
pessoa pode permanecer viva, pelo menos por algumas horas, com ventilação alveolar de apenas 
1200mL/min. (Guyton, 1988)  
Após cada expiração, em termos aproximados, permanecem 2300mL de ar nos pulmões, sendo esse 
volume denominado capacidade funcional residual. A cada inspiração, 350mL de ar novo são 
adicionados a esse ar e, a cada nova expiração, igual volume de ar é removido. Foi através da 
espirometria (medição do volume de ar trocado durante a respiração) que se tornou possível 
conhecer estes volumes e obter mais informações acerca da capacidade respiratória (Guyton, 1988)  
Na ventilação alveolar normal, de 4200mL/min, cerca de metade dos gases alveolares é trocada por 
ar novo a cada 23 segundos. Essa renovação lenta do ar nos alvéolos impede que as concentrações 
gasosas alveolares variem de forma acentuada a cada respiração. (Guyton, 1988)  
Estas trocas gasosas e volumes de ar inspirado e expirado têm tido um papel mais relevante a nível 
clínico e ocupacional nos últimos anos. 
 
1.5 Condensado do ar exalado: a nova abordagem 
A análise da respiração tem sido usada em medicina ocupacional desde 1930, quando surgiram os 
primeiros relatórios de estudos sobre exposição humana a compostos orgânicos voláteis. O 
desenvolvimento de métodos de análise mais sensíveis, com novas técnicas de extracção e detecção 
permite a determinação de substâncias químicas em quantidades vestigiais no ar exalado e tem 
contribuído para o melhoramento da análise do ar exalado como biomarcador de monitorização de 
exposição biológica (ambiental e ocupacional) a vários agentes químicos voláteis. (Effros et al., 2004; 
Amorim & Cardeal, 2007) 
Em 1980 foi publicado um artigo piloto, em russo, sobre o ar exalado com o título ‘Propriedades da 
superfície activa do condensado do ar exalado: um novo método de estudo da função pulmonar’ por 
Sidorenko et al. (1980). 
Além da função pulmonar, cujo estudo é extremamente importante e pertinente, o ar exalado deverá 
ainda conter informação acerca do ar inalado pelo indivíduo e dos materiais acumulados na superfície 
das vias respiratórias e nos pulmões. Partindo desse princípio, e uma vez que é o maior mecanismo 
de perda insensível de água do nosso organismo, foi sugerida a análise do ar exalado, tendo em 
conta o volume expirado. No entanto, a análise de pequenas amostras gasosas de composição 
praticamente desconhecida não seria uma tarefa simples. Uma vez que é a partir dos problemas que 
surgem as soluções, o passo seguinte foi encontrar uma forma de condensar o ar exalado pelos 
indivíduos em estudo, normalmente num cenário clínico, obtendo-se assim um condensado (em 
inglês, exhaled breath condensate, EBC), por arrefecimento do ar exalado sob condições de 
respiração espontânea. (Scheideler et al., 1993, Kharitonov, 2001; Hunt, 2002; Effros et al., 2004; 
Goldoni et al., 2004; Muller et al., 2006; Chan et al., 2008)  
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Sabe-se agora que o EBC, apesar de conter predominantemente vapor de água, tem dissolvidos 
compostos não voláteis, incluindo citocinas, lípidos, surfactante, iões, produtos de oxidação e 
pequenas moléculas, tais como adenosina, histamina, acetilcolina e serotonina, entre muitos outros 
compostos. Além disso, o EBC retém compostos hidrossolúveis potencialmente voláteis, incluindo 
amónia, peróxido de hidrogénio, etanol e outros compostos orgânicos. (Hunt, 2002; Corradi & Mutti, 
2005; Horvath et al., 2005; Corradi et al., 2008; Gergelova et al., 2008)  
Inicialmente, o EBC foi explorado para avaliar diversas patologias pulmonares e processos 
fisiológicos (através da determinação de componentes inflamatórios e bioquímicos), uma vez que os 
métodos existentes eram bastante invasivos para o paciente, como a broncoscopia, o que tornava 
ainda mais complicados os exames em crianças. 
A grande variedade de compostos biologicamente relevantes presentes no fluido e as suas alterações 
previsíveis durante processos patológicos levantam a possibilidade de novas descobertas resultantes 
da expansão do uso de ensaios com EBC para investigação de mecanismos de doenças pulmonares, 
principalmente quando se trata de determinar alterações agudas de doenças como a asma ou doença 
pulmonar obstrutiva crónica (DPOC), para as quais os métodos invasivos não se aplicam. (Hunt, 2002; 
Corradi & Mutti, 2005; Cao & Duan, 2006; Cáp et al., 2008; Epton et al., 2008; Gergelova et al., 2008)  
Na maioria dos trabalhos publicados até 2002, os investigadores usaram o EBC em estudos 
essencialmente populacionais e descritivos, comparando médias de grupos. Estes trabalhos 
descrevem alterações nos mediadores inflamatórios e produtos de espécies redox de oxigénio e 
azoto associadas a patologias do sistema respiratório fornecendo, no entanto, algumas informações 
adicionais acerca dos mecanismos da asma, fibrose quística e DPOC. (Kharitonov 2001; Hunt, 2002; 
Cao & Duan, 2006; Muller et al., 2006; Chan et al., 2008; Gergelova et al., 2008)  
Nos últimos anos têm sido descritos métodos de utilização em diferentes cenários, como em 
ambiente ocupacional, onde o carácter não invasivo do método é de extrema importância. (Hunt, 
2002; Effros et al., 2004; Goldoni et al., 2004; Chan et al., 2008; Gergelova et al., 2008; Broding et al., 
2009)  
No estudo de Goldoni et al. (2004), possivelmente um dos primeiros trabalhos a utilizar a análise do 
EBC em cenário ocupacional, foi demonstrado que o EBC pode ser uma matriz adequada não só 
para determinar os biomarcadores de stress oxidativo em trabalhadores expostos a diversas 
substâncias, como também para quantificar os níveis de alguns compostos pneumotóxicos, como os 
metais (chumbo, zinco, crómio, cobre, entre muitos outros) (Caglieri et al., 2006; Chan et al., 2008)  
Considerando que o EBC é praticamente livre de solutos interferentes, representa uma matriz 
biológica ideal para caracterização elementar. Os dados publicados sugerem que vários metais 
tóxicos e elementos vestigiais são detectados no EBC, levantando a possibilidade da utilização deste 
fluído para quantificar a dose de substâncias pneumotóxicas no tecido pulmonar em cenários 
ocupacionais. (Corradi & Mutti, 2005; Gergelova et al., 2008) 
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Até há pouco tempo, o sangue e a urina eram usados para a monitorização biológica de 
trabalhadores expostos a metais pesados e constituem as matrizes de referência para a 
determinação desta exposição. No entanto, fornecem pouca informação acerca dos níveis 
pulmonares, que não estão necessariamente relacionados com a dose total absorvida, mas poderão 
ser responsáveis por inflamações e afecções locais no tracto respiratório. (Goldoni et al., 2004; 
Barbosa et al., 2005; Corradi & Mutti, 2005; Caglieri et al., 2006; Gergelova et al., 2008)  
Assim, o EBC surge como uma nova abordagem à monitorização biológica, permitindo-nos estimar 
níveis de dose interna de metais inalados e determinar níveis de biomarcadores, como por exemplo a 
produção de radicais livres, uma vez que há evidências que o stress oxidativo causado por um 
desequilíbrio na geração de radicais livres nos meios intra- ou extra-celular e as defesas antioxidantes 
pode ter um papel importante na resposta celular induzida pelos metais e na carcinogénese. (Corradi 
& Mutti, 2005; Caglieri et al., 2006; Cao & Duan, 2006; Epton et al., 2008)  
O crescente interesse no estudo do EBC tem conduzido ao aperfeiçoamento dos aparelhos de 
recolha. Inicialmente, era usado um instrumento quase rudimentar, constituído por material 
descartável (bocal, tubo de polipropileno acoplado a um recipiente de recolha em ambiente 
refrigerado). Hoje já existem pelo menos duas marcas a fabricar um equipamento mais preciso, sendo 
que a parte mais importante do processo é a refrigeração, que permite a recolha do ar condensado 
mas também mantém a amostra líquida, aspecto fundamental para algumas proteínas, que podem 
alterar a sua estrutura quaternária e perder a imunoreactividade se não forem mantidas no mesmo 
estado. (Goldoni et al., 2004, 2005; Corradi & Mutti, 2005) 
A recolha do EBC é um método simples e não invasivo, o que o torna relevante em estudos de 
exposição ocupacional. (Goldoni et al., 2004; Corradi & Mutti, 2005; Tufvesson & Bjermer, 2005; 
Caglieri et al., 2006; Cao & Duan, 2006; Corradi et al., 2008)  
No entanto, vários aspectos metodológicos, como padronização das recolhas das amostras, 
validação de técnicas analíticas mas principalmente a validação do valor do bioindicador (por 
comparação com bioindicadores já estabelecidos), devem ser revistos antes que a análise do EBC 
possa ser recomendada para determinação de risco ocupacional em testes de rotina no ambiente de 
trabalho. (Corradi & Mutti, 2005; Broding et al., 2009) 
A análise de metais nas amostras de EBC recolhidas deverá ser efectuada por técnicas 
multielementares, capazes de analisar pequenas quantidades de amostra e de elevada sensibilidade, 
além de ser necessário ter em conta o volume de amostra para cada análise. As técnicas de 
espectrometria de massa, como por exemplo a de ICP-MS (do inglês, Inductively coupled plasma 
mass spectrometry), e as técnicas de espectrometria de raios X com incidência rasante (TXRF) 
permitem determinar com rapidez e simultaneamente um grande número de elementos com elevada 
sensibilidade analítica, com limite de detecção tipicamente na ordem de 1/1012 em soluções ou 
suspensões aquosas sem requerer tratamento prévio da amostra. Por estas razões, estas técnicas 
são as mais adequadas para a determinação das concentrações elementares em amostras de EBC. 
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1.6 Análise da qualidade do ar: um complemento 
Antes do estudo do ar exalado, já o ar ambiente, exterior e interior, era amostrado na investigação de 
poluição atmosférica. Uma vez que o ar é uma matriz homogénea e relativamente simples, a 
preparação de amostras é relativamente fácil e directa, além de que os métodos analíticos também 
são acessíveis. (Aitio, 2006) 
Os poluentes do ar afectam a saúde do Homem a nível global. A grande maioria dos estudos 
investiga a relação entre os efeitos na saúde (morbilidade e/ou mortalidade) e as concentrações de 
partículas e gases. As concentrações mássicas de material particulado com diâmetro aerodinâmico 
inferior a 10µm e 2,5µm (PM10 e PM2,5, respectivamente) são normalmente medidas no exterior, onde 
as pessoas estariam mais expostas a poluentes, mas estas medições não têm em conta as fontes 
(naturais e/ou antropogénicas), uma vez que os resultados obtidos apresentam a soma dos diversos 
tipos de partículas. (Janssen et al., 2001; Almeida et al., 2007; Molnar et al., 2007; Crist et al., 2008; 
Fromme et al., 2008) 
Em 1999, e devido às evidências demonstradas nos diversos trabalhos realizados no âmbito dos 
efeitos adversos da poluição do ar, a Comissão da União Europeia (Directiva EU 1999/30/EC) definiu 
valores limite para as concentrações de PM10 no ar ambiente. Além disso, também é enfatizada a 
importância das PM2,5, uma vez que os estudos epidemiológicos têm mostrado que a fracção de 
PM2,5 pode ser responsável pelos efeitos adversos das PM10. (Almeida et al., 2007; Crist et al., 2008) 
Nos últimos anos, também a qualidade do ar interior no local de trabalho ou nas habitações tem sido 
focada pelos investigadores. Muitos trabalhos encontraram níveis mais elevados de poluentes no 
interior do que no exterior e, tendo em conta que as pessoas passam a maior parte do seu tempo em 
casa ou no local de trabalho, uma boa qualidade do ar interior é extremamente importante. (Lee & 
Chang 2000; Stranger et al., 2007) 
Em geral, existem diversas fontes de poluição nos locais de trabalho industriais mas existem poucos 
registos do nível de concentração de metais no ar ambiental das indústrias, bem como poucos 
registos do nível de contaminação dos trabalhadores. Os questionários para fins estatísticos sobre 
doenças ocupacionais normalmente referem acidentes de trabalho, mas não as doenças 
ocupacionais desenvolvidas ao longo de exposições prolongadas a condições de trabalho perigosas. 
Além disso, muitos processos demoram algum tempo a produzir efeitos na saúde e, como resultado, 
a torna-se difícil detectar a contaminação. (Menezes et al., 2004) 
No entanto, as concentrações dos químicos no ar do local de trabalho raramente são estáveis e 
variam com o tempo, além de que diferem consoante o local. A quantidade de um químico que atinge 
a região alveolar do tracto respiratório está directamente relacionada com a sua dimensão, com o 
volume de respiração e, assim, com a carga de trabalho. (Menezes et al., 2004; Aitio, 2006) 
Assim, ao estudarmos o EBC em cenário ocupacional, como é o caso deste trabalho, torna-se útil 
amostrar também o ar no ambiente em que os trabalhadores se movem, em locais representativos. 
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Isto poderá permitir encontrar algum tipo de relação entre as concentrações encontradas através dos 
dois meios.  
As recolhas de ar são feitas recorrendo a equipamentos relativamente simples, que se baseiam num 
sistema de bombas e filtros, semelhante ao representado na figura 1.2. De forma muito geral, o ar é 
bombeado (‘aspirado’) e passa por filtros de dimensões e porosidade conhecidas, colocados 
sequencialmente em locais estratégicos, como já foi referido. O caudal e a pressão são controlados 
pelo operador e dependem do local e da finalidade do estudo. Deverá haver um compromisso entre o 
tempo de recolha pretendido (amostragem pontual ou prolongada) e o respectivo caudal, tendo 
sempre em conta o ambiente em questão, de modo a que os filtros não colmatem, impossibilitando 
uma análise correcta. Usualmente, o sistema de filtros é colocado a uma altura que represente a área 
de respiração dos indivíduos expostos. 
 
Figura 1.2: Representação esquemática de um amostrador Gent (adaptado de Hopke et al., 1997) 
É importante não esquecer que deve existir uma referência de ar interior em instalações que não 
estejam, à partida, contaminadas com o tipo de poluentes em estudo. Esta componente, em conjunto 
com valores de referência legislados, permite ter uma noção mais concreta do estado dos locais 
analisados, em termos de poluentes perigosos para a saúde humana. (Aitio, 2006) 
Em termos analíticos, já foi referida a gravimetria como forma de quantificar a massa de material 
particulado recolhido. No entanto, para a caracterização química desse material, podem ser usadas 
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diversas técnicas, sendo que as utilizadas neste projecto foram Particle Induced X-ray Emission 
(PIXE) e Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA). 
 
1.7 Técnicas analíticas 
Um dos requisitos básicos para a determinação de uma possível exposição a metais no local de 
trabalho ou no ambiente é a disponibilidade de procedimentos analíticos fiáveis para determinação de 
baixas concentrações de metais pesados em amostras biológicas, normalmente em indivíduos que 
não estão expostos ocupacionalmente. É muito difícil medir com precisão uma exposição ou 
estabelecer um valor de tolerância biológica no local de trabalho devido à possibilidade de um nível 
desconhecido destes elementos, por causas fisiológicas ou ambientais. Existem apenas valores limite 
para elementos e compostos específicos, principalmente espécies organometálicas, como o Al, As, 
Cd, Co, Cr, Hg, Ni e Pb. Uma das razões para a falta de outros metais pesados nesta lista é a falta de 
métodos analíticos adequados. Em saúde ocupacional e ambiental, a espectrometria de absorção 
atómica (AAS, do inglês Atomic Absorption Spectrometry) tem sido usada quase exclusivamente. No 
entanto, a principal limitação destas técnicas prende-se, não com os limites de detecção, mas com o 
facto de serem técnicas monoelementares. Além disso, existem muitas interferências para alguns 
elementos, o que obriga a preparações específicas de amostra, para cada elemento. 
A Espectometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS, do inglês Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometry) oferece, assim, a possibilidade de determinar concentrações tão baixas 
quanto aquelas que são encontradas em pessoas não expostas, além da determinação de uma vasta 
gama de elementos simultaneamente. (Schramel et al., 1997; Varga et al., 2005) 
É, então, essencial determinar as espécies metálicas mais tóxicas e, para análises de especiação, o 
ICP-MS parece ser uma boa alternativa.  
No entanto, uma vez que a técnica utilizada neste trabalho (análise de EBC por ICP-MS) implica uma 
nova abordagem metodológica, o processo deverá ser validado. Para isso, optou-se por utilizar uma 
técnica certificada, que se ajustasse às nossas necessidades em termos de quantidade de amostra e 
elementos em estudo (TXRF). 
Ambas serão descritas em seguida, dando mais atenção ao ICP-MS, por ser a técnica na qual se 
baseia todo o trabalho, como já foi referido. 
1.7.1 ICP-MS 
O campo da espectrometria atómica analítica tem estado em constante mudança. Os anos 1970 
foram a década do ICP-AES (do inglês, Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry). 
Durante este período, foi introduzida instrumentação prática, o método foi melhorado e foram 
comercializados os primeiros equipamentos. Foi também durante esta década que surgiu o ICP-MS, 
devido à procura de uma técnica complementar ao ICP-AES, principalmente para análise 
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multielementar de amostras geológicas. Pretendia-se minimizar as interferências espectrais e atingir 
limites de detecção menores do que os alcançados pelo ICP-AES. (Montaser, 1998; Apostoli, 2002; 
Thomas, 2003; Skoog, 2004) 
Os primeiros artigos sobre ICP-MS foram publicados nos anos 1980, sendo a técnica de análise de 
elementos vestigiais mais versátil disponível actualmente. Os avanços tecnológicos das últimas 
décadas proporcionaram o desenvolvimento da técnica, existindo agora vários equipamentos 
comerciais que permitem a análise de rotina de concentrações ultra vestigiais inferiores a pg/mL, para 
quase todos os elementos da Tabela Periódica. Foi esta versatilidade que permitiu a rápida aceitação 
e subsequente desenvolvimento da técnica. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Apostoli, 2002; Thomas, 
2003; Skoog, 2004; Nelms, 2005) 
De forma geral, na espectrometria de massa, as amostras são atomizadas, tal como na 
espectrometria de emissão, mas os átomos gasosos são convertidos em iões positivos e separados 
com base nas suas razões massa-carga (m/z). (Skoog, 2004) O ICP-MS é, então, a combinação de 
um ICP, que gera iões monocarregados a partir dos elementos da amostra, com um espectrómetro de 
massa com quadrupolo. (Apostoli, 2002) 
No entanto, para podermos perceber de modo geral o funcionamento e utilidade do equipamento, 
precisamos de conhecer a sua constituição.  
 
1.7.1.1 O equipamento 
Um aparelho de ICP-MS é constituido por cinco componentes principais: sistema de introdução de 
amostras, ICP (fonte de iões), interface, analisador e detector de iões. 
As amostras podem, então, ser introduzidas no estado sólido, líquido ou gasoso. A introdução mais 
utilizada, e aquela que interessa neste trabalho, é a de amostras líquidas, que apresenta vantagens 
no que diz respeito à homogeneidade, facilidade de manipulação e disponibilidade de solução padrão 
para calibração. (Templeton, 1994; Taylor, 2001; Skoog, 2004; Nelms, 2005) 
Para estas amostras, o sistema de introdução convencional é formado por uma bomba peristáltica, 
um nebulizador pneumático e uma câmara de nebulização. A amostra é bombeada até ao 
nebulizador onde é transformada em aerossol e transportada até ao plasma, onde será ionizada. 
(Templeton, 1994; Montaser, 1998; Taylor, 2001; Skoog, 2004; Nelms, 2005) 
Este plasma é uma forma de matéria cujas propriedades são determinadas por espécies iónicas e é 
formado na tocha. Os plasmas de árgon são os mais utilizados, mas outros gases de transporte como 
o He também têm sido explorados e são promissores para o ICP-MS, onde espécies poliatómicas 
com Ar interferem com muitos elementos de interesse biológico. (Templeton, 1994; Thomas, 2004; 
Nelms, 2005) 
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Praticamente todas as tochas de ICP consistem em 3 tubos de quartzo concêntricos rodeados por um 
solenóide (bobina) de indução arrefecida por água (ou ar), alimentada por um gerador de 
radiofrequência (rf), podendo atingir 2 a 5 kW de potência (com frequência de 27 ou 41 MHz) e que 
gera um campo magnético oscilante. O tubo intermédio transporta o Ar que assegura que o plasma 
quente se mantenha límpido na extremidade do tubo injector do capilar central, prevenindo a sua 
fusão sendo, portanto, utilizado para estabilizar o plasma durante a introdução de amostras. O fluxo 
de Ar no tubo central transporta a amostra. (Templeton, 1994; Montaser, 1998; Skoog, 2004; Thomas, 
2004; Nelms, 2005) 
O plasma de Ar induzido pelos equipamentos de ICP comerciais tem uma temperatura cinética de gás 
entre os 6000 e 10000K (obtida por aceleração dos electrões, que produzem mais iões à medida que 
colidem com os átomos do gás) e os analitos introduzidos em solução são rapidamente dissolvidos, 
vaporizados, atomizados e ionizados, processo que está esquematizado na figura 1.3. (Templeton, 
1994; Montaser, 1998; Apostoli, 2002; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
 
Figura 1.3: Representação esquemática do percurso da amostra no equipamento (adaptado de www.agilent.com/chem/icpms) 
 
Desta forma, a fonte de iões é necessária para produzir partículas carregadas que interajam com os 
campos eléctricos e magnéticos e sejam desviadas conforme a sua razão m/z, para então poderem 
ser detectados e analisados. (Montaser, 1998; Skoog, 2004; Nelms, 2005) 
A tocha de ICP é acoplada ao analisador (espectrómetro de massa) através de uma interface. Um 
cone de amostragem (sampler) com um orifício de cerca de 1mm é posicionado na zona analítica do 
plasma. Este abre para a região da interface, que se encontra a uma pressão inferior à atmosférica (1 
Torr), provocando uma rápida expansão do gás, o que resulta no seu arrefecimento. Na expansão 
para a interface, a densidade do plasma diminui e a velocidade iónica aumenta com a distância. Um 
segundo cone, skimmer, é colocado alguns milímetros atrás do orifício de amostragem e amostra o 
plasma expandido antes que quebre numa onda de choque terminal, na chamada zona de silêncio. O 
orifício do skimmer abre directamente para a câmara de vácuo do espectrómetro de massa, que se 
encontra a aproximadamente 10-6Torr. Na zona de silêncio, a densidade do plasma e a temperatura 
cinética do gás diminuem tão rapidamente que a química ião-molécula é minimizada e o grau de 
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ionização mantém-se igual ao da fonte, obtendo-se, assim, uma amostra representativa dos iões do 
ICP. (Templeton, 1994; Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
No que diz respeito às características do analisador, além de existirem vários tipos, o mais usado é o 
de quadrupolo, que apresenta elevadas velocidades de varrimento, podendo obter-se um espectro 
completo em menos de 100ms. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
Este instrumento permite discriminação de massas a baixo custo e baixa resolução para massas até 
várias centenas, além de permitir a separação de espécies que diferem em menos de uma unidade 
de massa, sendo por isso ideal para análise elementar. Todos os iões com uma razão específica m/z 
irão reagir da mesma forma em relação ao potencial eléctrico imposto pela geometria quadrupolar. 
Sob condições eléctricas apropriadas, os iões com uma única razão massa/carga terão uma 
trajectória estável no percurso total do quadrupolo. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 2004; 
Nelms, 2005) 
O detector num instrumento de ICP-MS é grandemente responsável pelas características de elevada 
sensibilidade e baixo background aleatório, pelos quais a técnica é reconhecida. A razão para a 
elevada sensibilidade é o detector usado virtualmente em todos os equipamentos de ICP-MS 
modernos: o multiplicador de iões. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
Os iões que saem do espectrómetro de massa colidem com a superfície activa do detector e geram 
um sinal electrónico mensurável. Esta superfície activa, conhecida como díodo, liberta um electrão 
cada vez que um ião colide com ela. Como está exemplificado na figura 1.4, o ião que sai do 
quadrupolo embate no primeiro díodo, que liberta electrões, iniciando o processo de amplificação. 
Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
 
Figura 1.4: Representação esquemática do percurso dos iões através do detector (adaptado de www.perkinelmer.com) 
 
Os electrões libertados do primeiro díodo colidem com o segundo, onde mais electrões são 
libertados. Esta cascata de electrões continua até ser criado um pulso mensurável, daí o termo 
‘multiplicador de electrões’. Através da contagem dos pulsos gerados pelo detector, o sistema 
contabiliza os iões que atingiram o primeiro díodo. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 2004; 
Nelms, 2005) 
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1.7.1.2 Interferências 
Para se obter uma análise quantitativa mais precisa, as potenciais interferências que poderão afectar 
a medição de correntes de iões devem ser eliminadas ou minimizadas. Esta tarefa é particularmente 
difícil quando se realizam determinações multielementares para elementos com valores de m/z desde 
as massas mais baixas (i.e., Li com m/z = 7) até ao extremo das massas mais elevadas (i.e., U com 
m/z = 238). Além disso, quando se tenta uma análise simultânea para várias concentrações de 
diferentes elementos, desde níveis elevados até níveis vestigiais, o potencial para os efeitos de 
interferências interelementares aumenta. 
As principais interferências no ICP-MS são sobreposições mássicas resultantes de massas isotópicas 
coincidentes de diferentes elementos (sobreposições isobáricas), óxidos e outras espécies 
poliatómicas, iões duplamente carregados e vários efeitos de matriz. (Templeton, 1994; Taylor, 2001; 
Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
As sobreposições elementares isobáricas surgem quando dois isótopos de elementos diferentes têm 
a mesma razão m/z na resolução do discriminador de massas. Assim, por exemplo, os iões 58Fe+ e 
58Ni+, apesar de diferirem ligeiramente na massa (57,9333 vs 57,9353, respectivamente) não são 
distinguidos no ICP-MS convencional. Apesar do 58Fe ser um isótopo do Fe pouco abundante 
(0,31%), as concentrações de Fe geralmente muito mais elevadas que as de Ni em amostras 
biológicas inibem o uso deste isótopo de Ni. Os sistemas comerciais utilizam um software de 
correcção; neste exemplo, o Fe pode ser medido na massa 56 e aplica-se uma correcção com base 
nas abundâncias naturais dos isótopos de Fe. No entanto, essas correcções são normalmente 
insatisfatórias para trabalhos mais precisos, mas pode ser escolhido um isótopo que não apresente 
interferências atómicas isobáricas, como o 62Ni. (Templeton, 1994; Taylor, 2001; Apostoli, 2002; 
Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
As interferências poliatómicas são de resolução mais complexa. Uma vez que a atomização e a 
ionização são eficientes no plasma, provavelmente ocorrem devido a fenómenos de recombinação. 
Talvez sejam originados no próprio plasma, durante a expansão para o vácuo, ou na camada de 
fronteira ao longo do cone de amostragem (sampler cone). Os óxidos gerados principalmente a partir 
de solventes aquosos podem ser diminuídos até certo ponto, por redução da carga de solvente do 
plasma. Cloretos, nitritos e sulfitos são originados a partir dos ácidos minerais correspondentes 
usados no processamento das amostras e, claro, da presença destes elementos nas espécies 
biológicas. O ácido nítrico é geralmente o ácido escolhido para minimizar interferências externas no 
ICP-MS. Além disso, espécies poliatómicas de Ar também podem ser observadas. (Templeton, 1994; 
Taylor, 2001; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
Estas interferências são mais problemáticas na região da primeira série de transição de elementos. 
Por exemplo, 35Cl16O+, 40Ar12C+ e 40Ar16O+ interferem com os maiores isótopos de V, Cr e Fe, 
respectivamente. 40Ar14NH+ corresponde ao único isótopo de Mn, enquanto óxidos e hidróxidos de Ca 
interferem com cada um dos 5 isótopos estáveis de Ni. (Templeton, 1994; Taylor, 2001; Apostoli, 
2002; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
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1.7.1.3 Métodos de quantificação 
Uma vez que, com o ICP-MS, são possíveis medições isotópicas, a técnica apresenta vários métodos 
de quantificação, que não estão disponíveis em mais nenhuma técnica a nível vestigial, e que incluem 
análise quantitativa, procedimentos semiquantitativos, diluição de isótopos, razão isotópica e a 
utilização de padrão interno. (Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
Cada um destes procedimentos oferece diferentes graus de precisão, logo é importante perceber os 
seus pontos fortes e fracos, de forma a podermos decidir qual o mais adequado aos nossos 
objectivos. 
Para este trabalho, apesar de todos os métodos terem sido tidos em conta, apenas se realizou uma 
análise quantitativa com padrão interno, sendo esse o ponto desenvolvido em seguida. 
A análise quantitativa em ICP-MS é a ferramenta mais usada para determinar as concentrações dos 
analitos em amostras de composição desconhecida. Neste modo de operação, o instrumento é 
calibrado por medição da intensidade para todos os elementos de interesse em vários padrões de 
calibração conhecidos que representam a gama de concentrações a estudar. Após terem sido 
analisados todos os padrões e a solução de branco, o software cria uma curva de calibração da 
intensidade medida (ordenadas) em ordem à concentração (abcissas) para cada elemento dos 
padrões. Quando os dados de calibração são adquiridos, as amostras são analisadas por 
interpolação da intensidade dos elementos nas respectivas curvas de calibração, e o software pode 
assim calcular as concentrações dos analitos nas amostras. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 
2004; Nelms, 2005) 
Esta calibração, com a utilização de padrões, é normalmente conhecida como calibração externa e é 
normalmente usada quando existe muito pouca diferença entre os componentes da matriz nos 
padrões e nas amostras. No entanto, nem sempre é possível fazer corresponder a matriz das 
amostras com os padrões, e a calibração externa pode produzir resultados erróneos devido às 
interferências induzidas pela matriz, que alteram a sensibilidade do analito com base na quantidade 
de matriz presente nos padrões e nas amostras. Quando isto acontece, o melhor é usar uma 
combinação de métodos, com abordagens semelhantes. (Montaser, 1998; Taylor, 2001; Thomas, 
2004; Nelms, 2005) 
Assim, torna-se necessária a utilização de padrões internos, para que os dados obtidos para as 
concentrações sejam mais precisos, mesmo recorrendo a uma abordagem directa da curva de 
calibração. Os padrões internos não são mais que elementos adicionados aos padrões de calibração 
e amostras, com uma concentração fixa e conhecida, normalmente um valor intermédio em relação à 
gama de concentrações estudadas. Para uma padronização interna satisfatória, vários critérios 
devem ser tidos em conta, como por exemplo, o(s) elementos(s) não devem existir nas amostras ou, 
se existirem, devem apresentar concentrações inferiores ao limite de detecção da técnica, além de 
que devem estar disponíveis numa forma de elevada pureza para que não ocorra contaminação dos 
analitos. Por ouro lado, deve existir pelo menos um elemento cujo isótopo não apresente 
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interferências, e este não deve interagir com a matriz ou com elementos da amostra. (Taylor, 2001; 
Apostoli, 2002; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
O objectivo do uso de padrões internos é, então, compensar os drifts intermédios ou a longo prazo 
nos componentes das medições do instrumento durante a análise. Através do uso de padrões 
internos apropriados, poderá ser melhorada a estabilidade das medições, que se reflecte na precisão 
final da quantificação. (Taylor, 2001; Apostoli, 2002; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
Quando a análise multielementar cobre uma vasta gama de massas, vários padrões internos devem 
ser usados em simultâneo para atingir resultados mais favoráveis. Idealmente, os analitos a 
determinar com valores baixos de m/z necessitam de um padrão interno com uma baixa razão m/z, 
assim como o oposto também acontece. A cada padrão interno, adicionado com concentração fixa e 
conhecida, irá corresponder um grupo de analitos. O software então assume que as intensidades de 
todos os elementos desse grupo são afectadas de forma semelhante pela matriz. Variações nas 
proporções das intensidades do padrão interno são então usadas para corrigir as concentrações dos 
analitos nas amostras desconhecidas. (Taylor, 2001; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
 
1.7.1.4 Aplicações 
A partir de tudo o que já foi dito, podemos concluir que o ICP-MS é uma ferramenta bastante versátil. 
As suas aplicações abrangem diversas áreas (desde a área ambiental à saúde, passando pela 
geoquímica e indústria alimentar) e diferentes tipos de amostras, devido principalmente aos baixos 
limites de detecção, elevada selectividade e precisão. (Templeton, 1994; Montaser, 1998; Thomas, 
2004; Nelms, 2005) 
O ICP-MS atraiu a atenção dos investigadores envolvidos na análise de matrizes biológicas, uma vez 
que era ideal para medir a absorção de um ou vários elementos em grupos da população ou em 
indivíduos expostos no local de trabalho, permitindo correlacionar dados biológicos com efeitos ou 
doenças específicas em estudos epidemiológicos. Esta técnica também pode interessar para cenários 
clínicos ou forenses para demonstrar envenenamento agudo por um elemento desconhecido. 
(Apostoli, 2002; Nelms, 2005) 
Os tipos de amostras biológicas analisadas por ICP-MS têm-se diversificado e agora incluem sangue 
total, plasma, soro, urina, fluidos intersticiais, órgãos internos, dentes, ossos, cabelo, unhas, proteínas 
ligadas a metais, bem como diversos tipos de células humanas e animais. (Montaser, 1998; Thomas, 
2004; Nelms, 2005) Apesar de estes serem os meios mais estudados, o EBC também já começou a 
dar os primeiros passos juntamente com o ICP-MS. 
A determinação de elementos vestigiais nestas matrizes é crucial uma vez que têm um papel 
importante tanto na função biológica normal como na toxicidade. O ICP-MS tornou-se uma importante 
técnica para a medição de concentrações de metais essenciais e tóxicos a níveis vestigiais usando 
pequenos volumes de amostra. (Montaser, 1998; Apostoli, 2002; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
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Este aspecto pode não parecer muito relevante mas quando estamos a falar de amostras biológicas, 
muitas vezes o que conseguimos recolher apenas é suficiente para uma análise, mesmo recorrendo a 
diluições, e grande parte das técnicas de análise ultra-vestigial geralmente utilizadas requerem um 
volume de amostra mais elevado. 
A determinação de elementos vestigiais com um elevado nível de precisão tem-se tornado um 
aspecto importante em muitos laboratórios clínicos, industriais e governamentais. O estado de 
pacientes relativamente aos níveis de elementos vestigiais é muitas vezes de importância clínica e o 
ICP-MS, ao permitir a análise multielementar de amostras biológicas, pode fornecer uma rápida 
quantificação, substituindo assim procedimentos analíticos mais demorados e monoelementares de 
técnicas como a espectrometria de absorção atómica. (Montaser, 1998; Thomas, 2004; Nelms, 2005) 
A monitorização biológica de trabalhadores expostos a níveis elevados de certos elementos também 
é muito importante em ambientes industriais, no âmbito da saúde ocupacional. No entanto, em muitos 
casos, os limites de detecção das técnicas de espectrometria de absorção atómica existentes não são 
suficientemente sensíveis para níveis ambientais de metais na urina ou noutros materiais biológicos, 
fazendo com o que ICP-MS seja a técnica de eleição. 
 
1.7.2 TXRF 
As técnicas de espectrometria de raios X têm sido vastamente utilizadas na análise de amostras 
biológicas, em grande parte devido ao seu carácter multielementar. 
No entanto, as técnicas clássicas de espectrometria de raios X, como a fluorescência de raios X 
dispersiva em energia (EDXRF), apesar de apresentarem características vantajosas como a 
multielementaridade, rapidez e baixo custo por análise não possuem limites de sensibilidade 
adequados à análise de elementos vestigiais e são afectadas por efeitos de matriz, conduzindo a 
erros sistemáticos. Assim, é necessário garantir que o sinal de fluorescência obtido dos elementos 
analisados se distinga inequivocamente do fundo do espectro de raios X, sendo a redução do fundo 
nos espectros o principal objectivo de qualquer melhoramento neste tipo de técnicas. (Barreiros, 
2003; Wobrauschek, 2007; Szoboszlai et al., 2009) 
A modificação da geometria dos espectrómetros, sugerida em 1971 pelo grupo japonês de Yoneda e 
Horiuchi e depois desenvolvida desde 1974 por Wobrauschek e Aiginger, Schwenke e Knoth e 
Klockenkämper, permitiu melhorar os limites de detecção em cerca de 3 a 4 ordens de grandeza e, 
simultaneamente, os efeitos de matriz foram praticamente eliminados. (Barreiros, 2003; 
Wobrauschek, 2007; Szoboszlai et al., 2009) Estava então dado o passo decisivo para o 
aparecimento da espectrometria de fluorescência de raios X de reflexão total (TXRF).  
Para a aplicação de TXRF em análise de elementos vestigiais, são exploradas características da 
reflexão total dos raios X: a elevada reflectividade em superfícies planas e a reduzida profundidade 
de penetração da radiação primária. Isto permite a aplicação de TXRF para análise de elementos 
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vestigiais e ultra-vestigiais, bem como análise de superfícies. Para análises de elementos químicos 
vestigiais, a reflexão total num suporte opticamente plano e muito polido é caracterizada pela elevada 
reflectividade, que leva a uma drástica redução do background espectral. (Prange & Schwenke, 1992; 
Wobrauschek, 2007; Szoboszlai et al., 2009) É esta reflexão total do feixe de radiação X primária que 
marca a diferença para as comuns técnicas de EDXRF.  
O ângulo de incidência do feixe da radiação excitadora é, no TXRF, inferior ao ângulo crítico a que 
ocorre a reflexão total (em EDXRF é aproximadamente 45º). Os ângulos rasantes formados pelos 
feixes (de incidência e reflexão) permitem que o detector esteja colocado muito perto da superfície do 
suporte de amostras e perpendicularmente a este, como se pode observar na figura 1.5. (Prange & 
Schwenke, 1992; Barreiros, 2003; Wobrauschek, 2007; Szoboszlai et al., 2009) 
 
Figura 1.5: Representação esquemática do percurso do feixe de raios-X, e das várias etapas, na geometria de reflexão total 
(adaptado de http://www.ufz.de/) 
A análise por TXRF é, desta forma, uma poderosa ferramenta analítica no que diz respeito à gama de 
detecção elementar, simplicidade de quantificação e limites de detecção. Isto inclui a capacidade de 
detectar quase todos os elementos da tabela periódica, do boro ao urânio. Mesmo os elementos com 
o maior número atómico (z) dos actinídios podem ser detectados. (Prange & Schwenke, 1992; 
Barreiros, 2003; Wobrauschek, 2007; Szoboszlai et al., 2009) 
Geralmente esta técnica é aplicada na análise directa de amostras líquidas, soluções ou suspensões, 
mas também permite a quantificação elementar em sólidos, desde que estes sejam previamente 
preparados (normalmente por digestão ácida). É também uma técnica muito usada em microanálise 
uma vez que requer quantidades muito pequenas de amostras. As suas aplicações abrangem áreas 
como as artes, ambiente, medicina e investigação fundamental. (Barreiros, 2003; Wobrauschek, 
2007; Szoboszlai et al., 2009) 
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A saúde ocupacional tem alargado o seu espectro de acção ao longo das últimas décadas. Com a 
evolução tecnológica tem sido possível determinar factores de risco, predisposições individuais e 
exposições a químicos potencialmente perigosos cada vez mais cedo, de forma a minimizar ou 
mesmo evitar consequências mais graves para a saúde humana. Neste campo, a toxicologia tem tido 
um papel fundamental e este trabalho insere-se nesta importante área da saúde ocupacional, cada 
vez mais direccionada para a prevenção. 
Assim, o principal objectivo a desenvolver neste trabalho foi o de avaliar a qualidade do ar exalado 
como bioindicador de exposição a poeiras e gases de chumbo no ambiente de trabalho. 
Pretendeu-se então conjugar a validação de um bioindicador de exposição e respectiva metodologia 
com a caracterização ambiental. 
Desta forma, o estudo de 25 trabalhadores de indústrias seleccionadas visou: 
- caracterizar o ambiente industrial, recorrendo a amostradores pessoais e fixos, cujas 
concentrações elementares foram determinadas por INAA e PIXE; 
- determinar concentrações elementares no EBC, nomeadamente de chumbo, por ICP-MS; 
- correlacionar as concentrações de chumbo no EBC com os níveis sanguíneos, a função 
respiratória e hábitos de vida, bem como com a concentração de Pb no ambiente de trabalho; 
- validar os procedimentos de recolha e análise das amostras, através do controlo do 
procedimento de recolha e controlo de qualidade da análise elementar quantitativa. 
Deste modo, será possível avaliar a potencialidade do EBC como bioindicador não invasivo de 
exposição ocupacional a poluentes (metais pesados, neste caso) e validar o seu método de 
amostragem e análise. 
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3.1 Trabalho preliminar 
3.1.1 Selecção das indústrias 
Durante o ano de 2008 foram seleccionadas indústrias de acordo com os objectivos do projecto em 
curso: número de trabalhadores por grupo de exposição ocupacional, metais manipulados, turnos dos 
trabalhadores, localização das indústrias e interesse dos trabalhadores no projecto. Foram enviadas 
cartas para várias indústrias e realizaram-se reuniões em cinco companhias na área de Lisboa. 
Para cada indústria foi analisado: 
- o processo industrial para identificar a localização dos trabalhadores e o tipo de exposição (agentes, 
tempo de exposição, etc); 
- as características dos trabalhadores (idade, antiguidade, hábitos tabágicos); 
- os relatórios clínicos dos trabalhadores; 
Este trabalho abarcou as duas fábricas seleccionadas (processos fabris baseados na manipulação de 
metais pesados), embora uma delas, devido ao elevado número de trabalhadores, não tenha sido 
estudada na totalidade. 
 
3.1.2 Grupos de estudo 
Durante o projecto, foram estabelecidos dois grupos principais – um grupo de indivíduos expostos a 
metais na sua actividade laboral (um grupo em cada indústria seleccionada) e um grupo controlo de 
indivíduos não expostos a metais. 
Os trabalhadores que constituem o grupo de indivíduos expostos foram recrutados numa indústria de 
processamento de metais pesados. Treze trabalhadores foram estudados durante o período de 
trabalho de 5 dias. Na tabela 3.1 encontram-se os dados (demográficos e clínicos) relativos aos 
trabalhadores recrutados nas indústrias seleccionadas, bem como as informações do grupo controlo. 
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Tabela 3.1: Informações demográficas e clínicas dos indivíduos expostos e não expostos, representadas por médias, ou 
percentagens, e desvio padrão. FEV1 representa a percentagem média do Volume Expiratório Forçado (Forced 
Expiratory Volume) no primeiro segundo; as queixas incluem tosse ocasional, expectoração e pieira. 
 Fábrica 1 Fábrica 2 Controlo 
n 13 12 22 
Idade (anos) 42 ± 7 47 ± 12 37 ± 8 
Antiguidade (anos) 13 ± 7 20 ± 13 ― 
Hábitos tabágicos (%) 36 33 32 
Pb no sangue total 
(µg/dL) 38 ± 18 20 ± 8 ― 
FEV1 (%) 104 ± 16 ― ― 
Queixas (%) 50 ― ― 
 
No que diz respeito ao grupo controlo, este é constituído por 22 voluntários saudáveis que 
trabalham em escritórios (no Instituto Tecnológico e Nuclear, por questões de conveniência) e, 
como tal, não estão expostos a Pb ou outros metais (fumos ou particulas) na sua actividade 
ocupacional. 
 
3.2 Métodos de estudo preliminar para definição da estratégia de recolha 
O trabalho preliminar realizado prende-se com a decisão de qual a recolha do EBC mais 
representativa (início/fim do 1º turno após as folgas semanais ou início/fim do último turno antes das 
folgas semanais). 
A recolha de EBC foi feita em 4 ocasiões (antes e depois dos turnos) para estimar as variações de 
concentração de Pb e de outros elementos ao longo do tempo: 
a – primeiro dia da semana de trabalho – antes do turno 
b – primeiro dia da semana de trabalho – depois do turno 
c – último dia da semana de trabalho – antes do turno 
d – último dia da semana de trabalho – depois do turno 
Em indústrias com um elevado número de trabalhadores este sistema de recolhas exige uma 
logística que nem sempre é possível, além de que existia a dúvida acerca de qual a recolha mais 
representativa. Assim, os trabalhadores da segunda fábrica foram analisados apenas em a e em d, 
por apresentarem valores extremos, quer temporais, quer de concentração elementar. No entanto, 
os trabalhadores estudados inicialmente também foram incluídos no estudo geral. 
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3.3 Definição dos procedimentos de amostragem do EBC 
3.3.1 Recolha e manuseamento do EBC 
O EBC foi recolhido com o equipamento EcoScreen (Eric Jaeger, GmbH, Alemanha), um sistema 
eléctrico refrigerado, com um braço extensível que permite ao trabalhador estar sentado numa 
posição relaxada, respirando sem esforço, e exalando de modo controlado para a câmara arrefecida. 
Apresenta também uma parte descartável que consiste no bocal, conectado a duas válvulas e um 
tubo de recolha, no final, como se pode observar na figura 3.1. 
 
 
Figura 3.1: Equipamento EcoScreen completo, durante uma recolha de EBC (esquerda); Pormenor do sistema de válvulas 
unidireccionais (direita); a) sistema de válvulas unidireccionais; b) câmara de recolha arrefecida; c) sistema de 
refrigeração; d) bocal descartável; e) válvula unidireccional de inspiração; f) válvula unidireccional de expiração; g) 
tubo de recolha. 
 
Este aparelho consegue manter o fluido condensado a temperatura suficientementa baixa, durante o 
período de recolha. Embora seja um equipamento transportável, a optimização das suas dimensões 
traria vastos benefícios à sua utilização. (Goldoni et al., 2005; Horvath et al., 2005; Caglieri et al., 
2006; Corradi et al., 2008)  
Cerca de 5 minutos depois de ligar o sistema e da montagem dos acessórios amovíveis, o sujeito é 
instruído a lavar a cavidade oral com água. Em seguida, pode começar a respirar normalmente 
através da boca durante 16 minutos (usando uma mola para o nariz). Uma vez que este procedimento 
pode causar um certo desconforto (boca seca), apesar de simples e não invasivo, os sujeitos são 
aconselhados a descansar quando acharem necessário, retirar o excesso de saliva e beber água. No 
fim do período de recolha, o volume de amostra é medido, separado em aliquotas de 500µL em tubos 
EppendorfTM e armazenadas numa arca ultracongeladora (U410 Premium, New Brunswick Scientific) 
a -80ºC até à análise elementar, realizada, como já foi referido, por ICP-MS (equipamento Perkin 
Elmer ELAN-DRCe). (Caglieri et al., 2006)  
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No entanto, ao longo do tempo, o procedimento de recolha das amostras foi sofrendo ajustes. No fim 
de Julho 2009, os quatro tubos EppendorfTM onde se colocavam as alíquotas das amostras foram 
substituídos por tubos de polipropileno (de 5mL). Na chegada ao instituto, as amostras foram 
acidificadas com 3% de ácido nítrico (HNO3 MERCK) e colocadas 10 minutos num banho de 
ultrassons, com a finalidade de dissolver o material particulado e homogeneizar as amostras. 
A heterogeneidade do EBC devido a partículas suspensas também foi determinada. Foram filtradas 
ou acidificadas aliquotas de amostras usando um filtro de seringa de 0,45µm ou acidificadas com 
HNO3 0.05M 65% Suprapur MERCK, e posteriormente comparadas com alíquotas não tratadas. As 
amostras foram analisadas por TXRF e os resultados obtidos encontram-se descritos nas tabelas 3.2 
e 3.3. 
 
Tabela 3.2: Concentrações de Pb, obtidas por TXRF, em aliquotas de uma amostra de EBC, não filtradas e filtradas. Os 
valores são as concentrações obtidas em cada replicado, as respectivas médias e o desvio padrão. 
 Concentração de Pb (ng/mL) 
 Amostras não filtradas Amostras filtradas 
Replicados Replicados 
Aliquota 
1 2 3 
Média ± SD 
1 2 3 
Média ± SD 
a 197 79 179 152 ± 64 3.4 2.5 4.4 3.4 ± 1 
b 65 66 1745 625 ± 970 3.4 5.9 4.4 4.6 ± 1.3 
c 43 45 70 53 ± 15 2.1 3.8 2.9 2.9 ± 0.9 
 
Tabela 3.3: Concentrações elementares, obtidas por TXRF, em aliquotas de uma amostra de EBC, não filtradas e filtradas. Os 
valores são médias, desvios padrão e desvios padrão relativos, baseados em 9 aliquotas. 
 Não filtradas  (N=9) Filtradas  (N=9) 
 Média ± SD SD(%) Média ± SD SD(%) 
Cr 11.7 ± 18.1 155 2.6 ± 0.7 27 
Mn 4.3 ± 6.7 157 1.7 ± 0.6 35 
Cu 1.9 ± 2.9 151 2.8 ± 1.9 67 
Zn 66.2 ± 66.8 101 39.3 ± 41.3 105 
Pb 274.6 ± 553.9 202 3.6 ± 1.2 32 
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3.3.2 Tempo de recolha 
Quanto mais alargado for o tempo de recolha, maior será o volume de EBC obtido. No entanto, e em 
termos práticos, é necessário optimizar este tempo, para que se atinja um compromisso entre o 
volume necessário para análises posteriores e o tempo útil que os trabalhadores voluntários poderão 
dispender. 
Assim, em termos de publicações, encontraram-se referências a tempos de recolha entre os 5-20 
minutos, de acordo com o tipo de estudo. No caso presente, verificou-se que, em condições normais 
de respiração, um tempo de recolha de 16 minutos permite obter um volume médio de 2mL de EBC 
(volume variável consoante o indivíduo e a forma como segue as indicações) sem se tornar 
demasiado cansativo. Era este volume que se distribuia por vários tubos EppendorfTM, sendo usado 1 
tubo por cada análise, de forma a maximizar a amostra. 
 
3.3.3 Influência do ambiente exterior 
Para determinar a influência do ambiente externo na recolha das amostras, foram recolhidas 4 
amostras, duas num ambiente normal e outras duas num ambiente controlado (sala limpa), cujos 
resultados estão expressos na tabela 3.4. Este teste permitiu verificar se o local onde são recolhidas 
as amostras (ambiente próximo do EcoScreen) é factor de relevo para este estudo, uma vez que as 
contaminações são um importante problema na análise de elementos ultra-vestigiais. 
 
Tabela 3.4: Concentrações de Pb (µg/L) obtidas na determinação da influência do ambiente externo na recolha de EBC em 
dois ambientes distintos: não controlado (sala comum) e controlado (laboratório limpo, classe C ISO 7), com dois 
dos indivíduos anteriormente estudados como controlos. Os valores apresentados são médias e desvio-padrão. 
 Concentrações de Pb (µg/L) 
Indivíduo Ambiente não controlado Ambiente controlado 
1 0.789± 0.115 < 0.966 
2 1.424 ± 0.279 1.389 ± 0.245 
 
As amostras foram então analisadas por TXRF e os resultados mostraram que não existem 
diferenças significativas entre as concentrações dos dois ambientes, sugerindo que quaisquer 
contaminações serão provenientes de outra fonte. 
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3.3.4 Controlo das condições de recolha: temperatura 
Uma vez que se verificou a formação de gelo no interior do tubo refrigerado (onde se coloca o tubo de 
recolha de EBC), efectuaram-se alguns testes de forma a minimizar estes efeitos, servindo também 
para confirmar se a temperatura indicada pelos fornecedores se mantém. As variações de 
temperatura, assim como as observações ao longo do teste estão descritas na tabela 3.5. 
Assim, com o aparelho no laboratório limpo, foram efectuadas medições de temperatura, com um 
termopar, ao longo de um dia de trabalho, mantendo-se o tubo tapado com a protecção. A meio do 
dia, o aparelho foi desligado e limpo, de forma a atingir a temperatura ambiente. Cerca de duas horas 
depois, ligou-se novamente o aparelho e efectuou-se uma recolha, para testar a influência da 
temperatura do ar exalado, com medições intermédias. A temperatura ambiente no laboratório 
durante os testes registou poucas diferenças (entre 18 – 19.7ºC). 
 
Tabela 3.5: Controlo das condições de recolha com EcoScreen: controlo de temperatura. 
Temperatura (ºC) 
Tempo * EcoScreen Ambiente Observações 
0:00 17.6 18 Sistema ligado 
0:15 -29.5   
0:45 -32.1   
1:15 -31.7 19 Início da formação de gelo 
1:45 -31.1   
2:15 -31.8 19  
2:45 -31.8 18.9 Fundo do tubo 
3:15 -31.9 19.2 Sistema desligado 
5:45 16.3  Sistema ligado 
5:55 -30.1   
5:57 Recolha de amostra (início) 
6:05 -28.9  Leitura intermédia 
6:17 -30.7  Recolha de amostra (fim) 
6:45 -31.9   
7:15 -31.3  Formação dos primeiros 
cristais de gelo 
7:20 -31.3 19,7 Sistema desligado 
7:25 -7.9   
7:30 -2.8   
7:35 0.6   
7:40 3.3   
7:45 5.5   
7:50 7.1   
7:55 8.1   
8:00 8.9  Fim do teste 
(* tempo desde o início do teste) 
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Com estas medidas, podemos concluir que a formação de gelo não depende da recolha da amostra 
mas apenas da condensação da humidade do ar. Quando o equipamento está ligado, a temperatura 
média é de -31ºC, alcançado nos primeiros 10 minutos. Por outro lado, quando o equipamento é 
desligado, a temperatura atinge os -10ºC nos primeiros 5 minutos. Assim, a hipótese de que a 
temperatura iria aumentar durante a recolha da amostra foi recusada, uma vez que o EcoScreen 
demora cerca de 1 minuto a atingir novamente os -31ºC, após recolha. 
 
3.4 Métodos analíticos elementares 
3.4.1 ICP-MS 
O equipamento de ICP-MS (ELAN DRC-e, PerkinElmer SCIEX, EUA), apresentado na figura 3.2, foi 
instalado entre Junho/Julho de 2008 através do Programa de Re-equipamento Científico. Desde 
então, tem sido realizado trabalho preliminar para optimizar a metodologia analítica para volumes 
muito pequenos de amostras e baixos níveis de concentração. As alíquotas de EBC disponíveis para 
análise elementar têm, em média, 1mL. 
 
Figura 3.2: Equipamento de ICP-MS (ELAN DRC-e, PerkinElmer) (esquerda); Pormenor do nebulizador e da câmara de 
arrefecimento com sistema Peltier (direita). 
Tendo em conta a limitação do volume de amostra, foi realizado trabalho preliminar usando condições 
de trabalho standard (ver abaixo) para avaliar os limites de detecção dos elementos de interesse e 
optimizar as condições para a determinação de baixos níveis de concentrações, tal como o controlo 
de contaminantes nos recipientes das amostras, na água ou nos químicos. 
O equipamento foi operado a 1100W (RF power) e foi usado árgon como gás do plasma a 15L/min. O 
equipamento apresenta um nebulizador de fluxo cruzado (Concentric Teflon ® Nebulizer - PFA-ST). O 
gás de nebulização (Ar) apresentava um fluxo de 0.9L/min. Foram usados cones de niquel com 
1.5mm de diâmetro interno. 
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Foi usada uma bomba peristáltica de quatro canais para introdução da amostra. Os dados foram 
recolhidos, processados e analisados com o software ELAN 6100. 
Inicialmente foi realizada uma análise semi-quantitativa para avaliar a composição elementar da 
amostra, através de um varrimento da toda a gama de massas (m/z = 6 – 240), que permitiu 
seleccionar os elementos de interesse. Em seguida procedeu-se à análise quantitativa, que se 
baseou numa calibração externa com padrões multielementares e adição de padrão interno. 
No modo semi-quantitativo foram realizados 60 sweeps/1 leitura e 5 replicados, enquanto que no 
modo quantitativo foram utilizados 20 sweeps/3 leituras e 5 replicados. O flush da amostra era 
normalmente de 35 segundos e a lavagem entre amostras era de 45 segundos, no mínimo. 
A solução de branco foi constituída por água (18 MΩ.cm) contendo HNO3 Suprapur (MERCK) a 1% 
v/v. As contagens dos brancos foram subtraídas am ambas as abordagens (quantitativa e semi-
quantitativa). 
As condições de operação foram optimizadas diariamente, usando uma solução aquosa contendo 
10µg/L de Mg, Ba, Ce, Cu, Cd, Rh, In e Pb e monitorizando as intensidades dos isótopos 24Mg, 103Rh, 
114In, 208Pb, 138Ba e 140Ce, bem como as intensidades das massas 69, 156 e 220 (correspondentes às 
espécies 138Ba2+, 140Ce16O+ e background, respectivamente). 
As condições escolhidas reflectem um compromisso entre o sinal mais elevado do ião 103Rh e a 
percentagem de iões duplamente carregados (obtido pela razão das intensidades Ba2+/Ba+; sempre 
menor ou igual a 3%) e de óxidos (obtido pelo ratio das intensidades CeO+/Ce+, sempre menor ou 
igual a 3%), precisão melhor que 2% e background menor que 30cps. 
Para validação dos resultados obtidos por ICP-MS, avaliou-se diariamente um Padrão Certificado de 
Referência NIST 1643e. Alguns elementos foram também determinados por TXRF, para validação 
externa de resultados. 
 
3.4.2 TXRF 
A técnica de TXRF utiliza o equipamento ATOMIKA EXTRA II, um espectrómetro comercial instalado 
no Laboratório de Análises Químicas (LAQ) do Laboratório Nacional de Energia e Geologia (LNEG), 
que utiliza dois tubos de raios-x, ânodos de Mo e W operando a 50kV e 38mA de corrente máxima, 
um detector de Si-Li com 80mm de área activa e uma janela de Be com 25,4µm de espessura, tendo 
uma resolução de 168eV a 5,9keV. 
As análises espectrais foram realizadas através do programa AXIL (Van Espen et al., 1986), com um 
algoritmo (fit) não linear de mínimos quadrados. Os cálculos quantitativos foram efectuados através 
do método de padrão interno usando o pacote de software QXAS (Van Espen et al., 1986). 
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As amostras de EBC foram dopadas com uma solução padrão de Gálio. A concentração do padrão 
nas amostras foi de 10µg/L. As amostras foram homogeneizadas por agitação leve. 
Foram preparados brancos para controlar contaminações e a preparação da amostra, seguindo o 
mesmo procedimento utilizado para as amostras e usando água ultrapura Milli-Q® dopada com a 
mesma solução de Ga. Cinco microlitros das amostras de EBC foram pipetados para suportes de 
quartzo para as medidas por TXRF. Para cada amostra foram analisados pelo menos dois alvos. 
Para fornecer medidas fiáveis para elementos vestigiais em amostras biológicas, foram 
implementados esquemas de garantia de qualidade. A determinação dos limites de detecção e 
quantificação, bem como a identificação de fontes de incertezas devidas à preparação de amostra, 
calibração, fit do espectro, entre outros, que contribuem significativamente para a incerteza final, 
foram estabelecidos de acordo com os requisitos da NP EN ISO/IEC 17025. O programa de avaliação 
de controlo da qualidade do TXRF mostra que os métodos são rastreáveis para uma vasta gama de 
elementos e para uma vasta gama de matrizes de amostras, permitindo a modelação matemática de 
metodologias de medições e de controlo estatístico. 
 
3.5 Material e reagentes 
Foram usadas as soluções Smart Tune Solution – STD & DRC-e (Ba, Be, Ce, In, Pb, Mg, Rh, U, 
todos <0.1%) e ELAN 6100 DRC Setup/Stability/MassCalibration solution (Ba, Be, Ca, Ce, In, Fe, Pb, 
Mg, K, Rh, Na, U, todos <0.1%), ambas da PerkinElmer, para os procedimentos de optimização do 
ICP-MS. 
Para os padrões de calibração, partiu-se de uma solução multielementar Fluka 70008 (Li, Be, Na, Mg, 
Al, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Co, Cu, Zn, Ga, Rb, Sr, Mo, Ag, Cd, In, Cs, Ba, Tl, Pb, Bi) e foram 
preparadas diversas diluições para abranger a gama de concentrações necessária (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 
50; 100 µg/L), utilizando água ultrapura Milli-Q®. 
A fim de se poder estudar também o Antimónio (Sb), e uma vez que não está presente na solução 
multielementar, foram preparados padrões monoelementares de Sb (padrão certificado MERCK 
1002mg/L, Anexo I). 
Como padrão interno, foi escolhido o Itrio (Yttrium AAS Standard Solution Specpure 1000mg/L) e o 
tungsténio (W, MERCK 1001mg/L), de forma a abranger a gama de massas a estudar. No entanto, 
com o W obtiveram-se flutuações nos elementos que lhe estavam associados, tendo-se optado por 
utilizar apenas o Y. 
As soluções intermédias dos padrões internos foram preparadas em tubos EppendorfTM com 
diferentes concentrações (100, 10 e 1mg/L). 
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Estabeleceu-se que a concentração do padrão interno deveria estar a meio da gama de valores dos 
padrões de calibração e, neste caso, a concentração final de Y nos padrões e nas amostras foi de 
10µg/L (aproximadamente, mas semelhante em todos). 
Uma vez que a preparação das soluções foi feita por pesagem, ou seja, era medido o volume 
necessário (previamente determinado) e este era pesado numa balança analítica (Sartorius 
Research), as concentrações de todas as soluções preparadas (e dos elementos que as constituem) 
foram calculadas com base nas massas e, quando necessário, procedeu-se à correcção com as 
densidades. 
 
3.5.1 Controlo de contaminações em análise de elementos ultra-vestigiais 
Tendo em conta a gama de concentrações estudada (inferior a µg/L), todo o trabalho apresenta 
dificuldades acrescidas, no que diz respeito ao controlo de contaminações e à descontaminação do 
material utilizado. Na análise de elementos ultra vestigiais, todos os passos do procedimento de 
amostragem, preparação e análise das amostras devem ser rigorosamente controlados, caso 
contrário os resultados irão reflectir os elementos presentes na amostra mas também os 
contaminantes, não havendo, à partida, forma de os distinguir. 
Assim, todo o manuseamento e preparação das amostras deve ser efectuado em ambiente limpo. No 
entanto, o processo de colheita da amostra, devido a diversos factores (disponibilidade, local e 
logística), é o único que normalmente não permite cumprir os requisitos de ambiente limpo. A fim de 
minimizar qualquer tipo de exposição indesejada, após a recolha, as amostras são manipuladas em 
laboratório limpo (classe C ISO 7), em câmara de fluxo laminar. 
No que diz respeito à água utilizada na preparação de soluções e nas lavagens, esta é sempre ultra-
pura, purificada num sistema Milli-Q® da MilliporeTM, permitindo a obtenção de água com uma 
resistividade superior a 18MΩ.cm, o que indica a presença de poucos iões em solução. 
A utilização de quaisquer reagentes químicos requer um elevado grau de pureza. Para isso, foi 
utilizado ácido nítrico (HNO3) Suprapur da marca MERCK (65%), bem como HNO3 TraceSelect da 
marca Fluka (>69%). No que diz respeito às soluções monoelementares (utilizadas como padrão 
interno), todas eram comercialmente designadas por Specpure®, da marca Alfa Aesar. 
Além dos reagentes, o material de laboratório utilizado é também de grande importância no controlo 
de contaminações. Já em testes iniciais em que se prepararam soluções padrão em material de vidro 
(balões volumétricos previamente descontaminados com uma solução de HNO3 Suprapur) nos 
apercebemos de que o vidro era uma fonte de contaminação, no que diz respeito a alguns dos 
elementos a analisar, para a gama de concentrações de interesse. 
A preparação dos padrões passou a ser feita em frascos e tubos de plástico, previamente lavados 
com ácido nítrico Pro Analysis (HNO3 P.A. MERCK) diluído (20%) durante uma semana; após esse 
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tempo, os recipientes foram cheios com HNO3 Suprapur (MERCK) e assim permaneceram alguns 
dias. Em seguida foram lavados com água ultrapura Milli-Q® (>18MΩ.cm) e deixados a secar na 
câmara de fluxo laminar. 
No entanto, durante as primeiras análises, constatou-se que mesmo o material de plástico, depois de 
lavado, ainda apresentava vestígios dos elementos a analisar, o que se torna um problema 
importante nas gamas mais baixas de valores de concentração. 
Assim, começou-se a utilizar material de Teflon®, previamente descontaminado em HNO3 a quente. 
O material é colocado numa tina de vidro imerso numa solução de água 18MΩ.cm e HNO3 P.A. (50%) 
e levado à ebulição durante 2 horas. Após três lavagens com ácido P.A., a quarta lavagem é feita do 
mesmo modo mas com uma solução de HNO3 Suprapur, preparada no momento. Enquanto a solução 
utilizada na primeira lavagem nunca é reutilizada, as 3 restantes soluções são normalmente 
recuperadas para futuras lavagens. A solução da segunda lavagem passa então a ser utilizada na 
primeira lavagem seguinte e assim sucessivamente. No fim das quatro lavagens, os frascos são 
lavados com água ultrapura e deixados a secar em câmara de fluxo laminar, no laboratório limpo. 
Em termos de armazenagem, o material é usualmente guardado em sacos de plástico limpos e 
fechados. 
Os materiais plásticos de Teflon® (politetrafluoretileno) e outros polímeros (policarbonato, 
polipropileno) são então os mais indicados para estudos a este nível, como substitutos do material 
convencional. Desta forma, as soluções padrão e os brancos foram preparados em frascos de 
Teflon®, previamente descontaminado. 
Como já foi referido (ver 3.3.1), as amostras inicialmente eram colocadas em tubos Eppendorf™ até à 
sua preparação para análise. No entanto, este procedimento sofreu alterações quando se efectuaram 
testes a vários tubos (escolhidos aleatoriamente, após lavagem) e foram verificados valores muito 
elevados de alguns elementos. 
 
Tabela 3.6: Análise de tubos EppendorfTM e de poplipropileno, contendo apenas água ultrapura Milli-Q® com 1% HNO3 65% 
Suprapur (MERCK), por ICP-MS. Os valores apresentados são contagens, obtidas directamente pelo software do 
equipamento. 
 Contagens (intensidade) 
 Tubos EppendorfTM Tubos polipropileno 
 
Branco 
1 2 3 4 1 2 3 4 
Pb 3 284 6 088 33 149 4 540 2 964 4 358 2 480 2 434 2 473 
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Assim, as amostras começaram a ser armazenadas em tubos de polipropileno. De referir que os 
tubos Eppendorf™, antes de serem utilizados, foram imersos numa solução de água ultra pura e 
HNO3 (50%), durante cerca de uma semana e após esse tempo foram lavados com água ultra pura, 
individualmente, e secos em câmara de fluxo laminar. 
Também os tubos de polipropileno, cuja função inicial estava relacionada com a recolha de sangue, 
foram lavados antes da sua utilização. Para isso, os tubos foram submetidos a uma lavagem prévia 
com um sabão de descontaminação (RBS 50®) e posteriormente imersos em HNO3 P.A. durante 
cerca de 5 dias. Após esse tempo, os tubos foram lavados com água ultra pura e secos em câmara 
de fluxo laminar. 
 
3.6 Preparação das amostras 
As amostras de EBC foram diluídas em água ultrapura Milli-Q® cerca de 5-6 vezes, consoante o seu 
volume inicial, para um volume final de, no mínimo, 2,5mL. Este volume é o mínimo que permite 
assegurar que existe amostra suficiente para o tempo de análise e fluxo da câmara de nebulização 
utilizada. Foi adicionado um volume de padrão interno que correspondesse aos 10µg/L (aproximados) 
já mencionados. Como já foi dito, a maior parte das amostras foi acidificada (3% HNO3) no dia 
anterior à sua diluição (e consequente análise), mas algumas foram acidificadas logo após a recolha 
e posteriormente congeladas. Inicialmente, as amostras eram preparadas em frascos de Teflon® de 
30mL, mas verificou-se que eram demasiado grandes para um volume tão pequeno, passando a ser 
utilizados tubos de polipropileno descartáveis (5mL de volume máximo). 
O branco foi constituído por H2O ultrapura Milli-Q® com HNO3 1% e 10µg/L de padrão interno. 
A solução de lavagem (flush) consistia em água purificada com o sistema Milli-Q® e 1% de HNO3 
(MERCK), num frasco de plástico de 1L. 
A fim de minorar os possíveis efeitos de memória, a cada cinco amostras era analisada a solução de 
branco ou um padrão de referência NIST 1643e (Standard Reference Material - Trace Elements in 
Water, Anexo II). 
 
3.7 Avaliação de Higiene Industrial (ISQ) 
As amostragens para determinação da concentração de chumbo foram realizadas pela Unidade de 
Higiene Industrial (UHI) do Instituto de Soldadura e Qualidade (ISQ) e as análises foram efectuadas 
pelo Laboratório de Química e Ambiente (LABQUI) do mesmo instituto, acreditado no âmbito do 
Sistema Português da Qualidade (SPQ), de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025, e de acordo 
com o método analítico National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) 7300. 
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O plano de amostragens foi desenvolvido de forma a garantir a representatividade das mesmas e dos 
respectivos valores na Caracterização da Exposição Ocupacional aos agentes a estudar. Deste 
modo: 
a) os dias da realização das amostragens foram seleccionados de acordo com a disponibilidade de 
ambas as partes mas de forma a serem representativos da exposição dos trabalhadores; 
b) os trabalhadores, nos quais se colocou o equipamento de amostragem, foram escolhidos 
aleatoriamente entre os trabalhadores que constituem o mesmo Grupo de Exposição Similar; 
c) de forma a simular a real exposição aos agentes em estudo, a amostragem foi realizada na zona 
de respiração dos trabalhadores. 
Nas amostragens necessárias para a caracterização da exposição ocupacional, foi utilizado o 
seguinte equipamento: 
 - bombas de amostragem pessoal (modelo 224-PCXR7KB, marca SKC); 
 - conjunto de calibração para bombas de amostragem BIOS (modelo DCL-ML e DCLT12K). 
A caracterização de exposição ocupacional ao Pb foi então realizada nos seguintes postos de 
trabalho: 
 - controlador de cadinhos; 
 - operador de cadinhos; 
 - operador de fornos. 
 
3.8 Qualidade do ar 
O nível de exposição elementar no ambiente interior da fábrica foi avaliado através de amostragem 
estacionária de ar. As amostras recolhidas provêm de locais que reflectem, tanto quanto possível, o 
ambiente interior – perto dos fornos (piso zero) e dos cadinhos (piso 1), no caso da fábrica estudada 
(fábrica 1). 
Na figura 3.3 apresentam-se duas fotografias tiradas no interior da fábrica 1. Em ambas é possível ver 
o fumo que envolve todo o processo de laboração, implicando a presença de material particulado no 
ar respirado pelos trabalhadores. 
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Figura 3.3: Unidade de filtros em cascata (SFU) e impactador colocados no piso 1 da fábrica (esquerda); Trabalhador junto a 
um dos fornos (direita). 
A recolha do ar foi feita com amostradores Gent PM10, equipados com uma unidade de filtros em 
cascata (SFU, do inglês Stacked Filter Unit), que carregavam, em duas fases sequenciais, filtros de 
policarbonato Nuclepore® de 47mm, com 8 e 0,4µm de tamanho de poro. Acima do filtro mais 
grosseiro encontrava-se um pré-impactador. O ar foi amostrado com um caudal de 16L/min, que 
permitiu a recolha de particulas grosseiras com diâmetros aerodinâmicos entre 2,4-10µm, no primeiro 
filtro e partículas finas com diâmetro aerodinâmico menor que 2,5µm no segundo filtro. 
As cargas dos filtros foram medidas por gravimetria numa sala limpa (classe C - ISO 7). Os filtros 
expostos foram divididos para permitir a análise por Particle Induced X-ray Emission (PIXE) e 
Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA). 
 
3.9 Análise Estatística 
Foram efectuadas análises exploratórias para estudar a normalidade das variáveis (Shapiro-Wilk) e a 
heterocedastidade (teste de Levene). Para determinar as diferenças entre os grupos estabelecidos 
(as diferentes fases de recolha: a, b, c, d) e os indíviduos expostos e não expostos, foram usados 
diferentes testes, incluindo testes não-paramétricos (Mann-Whitney e Kruskal-Wallis). As correlações 
foram realizadas recorrendo ao coeficiente de correlação de Spearman e os resultados estatísticos 
foram considerados significantes para p-value<0.05. Todos os testes foram feitos no programa 
Statistica 8.0 (Statsoft®). 
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4.1 Trabalho preliminar 
4.1.1 Análise da Qualidade do ar 
4.1.1.1 Amostradores estacionários 
Como foi descrito anteriormente, foram colocados 4 amostradores na fábrica 1, em locais 
estratégicos, para que a amostragem fosse representativa do ambiente de trabalho. 
Os resultados dos ensaios gravimétricos, a partir dos filtros recolhidos nas instalações fabris, em 
escritórios e no ambiente exterior, depois de determinadas as concentrações (através da massa e do 
volume de ar), estão representados na figura 4.1. 
 
Figura 4.1: Valores médios das concentrações mássicas do material particulado (PM) na indústria (fábrica 1), em espaço 
indoor (escritórios, local controlo) e no ambiente (outdoor) (valores em µg/m3). 
As concentrações médias na indústria são significativamente mais elevadas que as verificadas nos 
escritórios e no ambiente exterior. As concentrações médias de PM10 e de PM2.5 medidas na indústria 
não excedem o valor limite para partículas respiráveis (3mg/m3) estabelecido pela Norma Portuguesa 
NP1796 (Limites de Exposição Ocupacional a Agentes Químicos). 
Os níveis de PM2.5 e PM2.5-10 medidos nos escritórios e no ambiente não apresentam diferenças 
significativas, o que era de esperar uma vez que os escritórios não são ambientes estanques, 
estando naturalmente ventilados devido a janelas abertas. 
A concentração mássica máxima de PM10 medida nos escritórios (28 µg/m3) é mais baixa que o valor 
limite estabelecido pela legislação portuguesa (DL 79/2006, de 4 de Abril), relacionado com a 
qualidade de ar indoor, que é de 150µg/m3. 
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A concentração mássica média de PM10 medida no ambiente (30 µg/m3) é mais baixa que o padrão 
anual da União Europeia e que é 40 µg/m3. Também a concentração média de PM2.5 (14 µg/m3) não 
excedeu o valor limite de 25µg/m3 definido pela Posição Comum da União Europeia Nº 13/2007 de 25 
de Junho. 
As concentrações elementares para as fracções PM2.5 e PM10 estão representadas na figura 4.2 e 
foram obtidas a partir de análises químicas realizadas às partículas recolhidas nos três locais 
(indústria, indoor e outdoor). Foi escolhida uma escala logaritmica para permitir uma melhor 
visualização dos resultados. 
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Figura 4.2: Concentrações elementares (ng/m3) obtidas por análise do material particulado PM2,5 , por INAA e PIXE. 
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Figura 4.3: Concentrações elementares (ng/m3) obtidas por análise do material particulado PM2,5-10 por INAA e PIXE. 
 
Em ambos os casos (Figuras 4.2 e 4.3), ocorreram problemas na análise espectral devido à elevada 
taxa de contagens (nomeadamente do Sb), que limitou o número de elementos detectados com rigor. 
Dos elementos de interesse para este trabalho, o Pb e o Sb foram os que apresentaram 
concentrações mais elevadas (superiores a 10000 ng/m3), estando estes elementos associados com 
o processo e os materiais usados na produção fabril. 
A concentração média de Pb nas PM10 foi de 500µg/m3, valor bastante superior ao limite estabelecido 
pela Norma Portuguesa NP1796 (50µg/m3). Por outro lado, a concentração média de Sb nas PM10 
(100µg/m3) não excede o valor estabelecido pela mesma norma (500µg/m3). 
Como se pode observar, as maiores diferenças ocorrem entre os valores na indústria e nos 
escritórios, para o Pb e o Sb, demonstrando a importância do processo industrial na emissão destes 
elementos. As figuras anteriores também mostram que as concentrações elementares das PM2.5 e 
das PM2.5-10 não apresentam diferenças significativas. 
Os elementos que podem ser directamente relacionados com a combustão dos materiais usados nos 
processos industriais em causa são o Sb, Pb, Ni, Zn, que nas amostras das instalações fabris se 
apresentam em maiores quantidades na fracção grosseira, tal como acontece com o Mn, enquanto 
que no ambiente exterior e nos escritórios estes elementos antropogénicos estavam presentes em 
maiores quantidades nas PM2.5. 
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4.1.1.2 Amostradores pessoais 
Para um determinado agente químico, poderão existir simultaneamente diferentes tipos de valores 
limite de exposição ocupacional. A American Conference of Governmental Industrial Hygienists 
(ACGIH) apresenta, em termos de exposição ocupacional, a concentração média ponderada para um 
dia normal de 8 horas de trabalho e para uma semana de 40 horas, à qual os trabalhadores podem 
estar repetidamente expostos, dia após dia, sem efeitos adversos para a saúde, dada por TLV-TWA 
(Threshold Limit Value-Weighted Average). 
Esta e outras definições foram adoptadas para o sistema português, através da norma portuguesa NP 
1796/2007 (‘Segurança e Saúde no Trabalho - Valores limite de exposição ocupacional a agentes 
químicos’) emitida pelo Instituto Português da Qualidade. Ao ser estabelecida a equivalência com as 
designações adoptadas no sistema americano, a sigla e termo a utilizar para o TLV-TWA será VLE-
MP (valor limite de exposição – média ponderada). 
Assim, os valores da média ponderada foram obtidos multiplicando o caudal pelo tempo de 
amostragem, para obter o volume amostrado e dividindo a massa pelo valor encontrado, 
considerando-se que os operadores estão expostos ao chumbo durante 8 horas por dia. Os 
resultados desta avaliação estão representados na tabela 4.1. 
 
Tabela 4.1: Valores obtidos na caracterização da exposição ocupacional a chumbo, através de amostradores pessoais. Dados 
fornecidos pelo ISQ. 
Posto de Trabalho 
Concentração 
(mg/m3) 
MP 
(mg/m3) 
VLE-MP 
(mg/m3) 
VLE (1) 
(mg/m3) 
0.22 0.22 Controlador de 
cadinhos 
0.31 0.31 
0.80 0.80 Operadores de 
cadinhos 
0.18 0.18 
0.52 0.52 
0.70 0.70 
0.67 0.67 
Operadores de 
fornos 
0.37 0.37 
0.05 0.15 
(1) Valor limite de exposição (8 horas diárias de trabalho, 40 horas semanais) de acordo com o 
Decreto-lei nº 274/89 de 21 de Agosto. 
 
Por análise da tabela anterior, verifica-se que todos os valores obtidos na caracterização da 
exposição ao Pb nos postos de trabalho avaliados se encontram acima do VLE (0.15 mg/m3) e 
consequentemente acima do VLE-MP (0.05 mg/m3), indicando risco para a saúde dos operadores. 
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4.1.2 Validação e estabelecimento da metodologia 
A tabela 4.2 apresenta as concentrações médias de vários elementos presentes no EBC, medidas por 
TXRF e por ICP-MS, com o objectivo de validar os resultados de concentrações elementares no EBC. 
As técnicas escolhidas, apesar de apresentarem características distintas, são ambas adequadas à 
análise directa de amostras líquidas. 
 
Tabela 4.2: Concentrações elementares médias no EBC (ng/mL) obtidas por TXRF e ICP-MS, para as diferentes fases de 
recolha dos indivíduos expostos (N=13) e para os controlos (N = 22). Os valores apresentados são médias e erro-
padrão. 
  Mn Zn Cu Ni Pb 
TXRF 1.6 ± 0,3 400.0 ± 85,1 4.7 ± 1.4 2.9 ± 0.5 21.5 ± 4.8 
ICP-MS 1.9 ± 0.4 409.3 ± 101.6 5.7 ± 1.9 2.9 ± 0.6 18.5 ± 6.0 a 
% DIF 19 2 21 0 -14 
TXRF 2.1 ± 1.1 205.5 ± 48.3 6.9 ± 2.2 5.0 ± 1.9 33.9 ± 7.2 
ICP-MS 2.3 ± 0.6 219.2 ± 54.7 8.4 ± 3.1 13.8 ± 8.8 18.9 ± 2.8 b 
% DIF 10 7 22 176 -44 
TXRF 1.2 ± 0.2 147.6 ± 32.5 3.0 ± 0.7 4.5 ± 1.2 27.0 ± 7.2 
ICP-MS 1.4 ± 0.3 174.8 ± 43.2 3.4 ± 0.8 3.6 ± 0.7 23.4 ± 7.7 c 
% DIF 17 18 13 -20 -13 
TXRF 2.4 ± 1.0 195.4 ± 44.9 9.3 ± 4.9 5.3 ± 1.0 27.8 ± 8.0 
ICP-MS 2.9 ± 0.9 336.5 ± 116.1 10.9 ± 6.2 4.7 ± 1.0 16.6 ± 2.9 d 
% DIF 21 72 17 -11 -40 
TXRF nq 203.2 ± 28.5 2.0 ± 0.4 24.0 ± 3.8 1.9 ± 0.4 
ICP-MS 0.5 ± 0.1 201.2 ± 31.4 2.4 ± 0.3 21.5 ± 3.3 2.3 ± 0.9 CTR 
% DIF ― -1 20 -10 21 
% DIF: percentagem de diferença entre ICP-MS e TXRF, tendo este último como referência. 
nq: não quantificado 
 
A maior parte das amostras analisadas por ICP-MS foram acidificadas (3% HNO3) 24 horas antes de 
serem preparadas para análise, com a finalidade de dissolver compostos ou material particulado que 
pudesse influenciar os resultados. Além disso, entre a análise de cada grupo de amostras foram 
testados padrões certificados (NIST 1643e). Este padrão apresenta uma matriz aproximada à do EBC 
(aquosa) e a gama de concentrações a determinar, bem como os elementos, enquadra-se nos 
objectivos da análise. 
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Estes padrões foram também analisados por TXRF, de forma a garantir a validade de comparação 
das duas técnicas, e tanto por ICP-MS como por TXRF os resultados foram bastante satisfatórios. 
Na tabela 4.3 apresentam-se os valores obtidos para os elementos em estudo (médias e erro-
padrão), bem como os valores certificados das concentrações do material certificado de referência 
utilizado (valores médios, uma vez que foram preparadas duas soluções idênticas, analisadas quatro 
vezes entre conjuntos de amostras), correspondentes à diluição utilizada (1:20). 
 
Tabela 4.3: Concentrações médias de Mn, Zn, Cu, Ni, Pb (ng/mL) e respectivos erros padrão obtidas por ICP-MS no material 
de referência certificado NIST1643e. São também indicadas as diferenças para o valor certificado expressas, em 
percentagem, obtidas para as técnicas de ICP-MS e de TXRF. 
 
NIST1643e 
(1:20) ICP-MS %DIF %DIF TXRF * 
Mn 1.93 ± 0.004 1.94 ±0.013 -1 -9 
Zn 3.88 ± 0.007 4.67 ±1.12 -17 0 
Cu 1.12 ± 0.002 1.17 ±0.006 -4 -4 
Ni 3.08 ± 0.006 3.22 ± 0.028 -4 10 
Pb 0.97 ± 0.002 1.08 ± 0.008 -10 -6 
% DIF: percentagem de diferença entre os valores obtidos por ICP-MS e os 
valores certificados. 
% DIF TXRF: percentagem de diferença entre os valores obtidos por TXRF e os 
valores certificados (NIST1640 – Anexo III). 
* Valores cedidos pelo LAQ/LNEG (Drª Alexandra Barreiros) 
 
Assim, as diferenças nos valores obtidos para as amostras de EBC analisadas poderão dever-se à 
presença de partículas em suspensão inaladas, uma vez que as amostras utilizadas para TXRF não 
foram acidificadas. Apesar de cada amostra ser analisada pelas duas técnicas, na maior parte dos 
casos as alíquotas utilizadas não eram as mesmas, o que introduz mais um factor que poderá 
influenciar o resultado. 
Uma vez que, nalguns casos, a diferença encontrada entre ambas as análises foi bastante elevada, 
optou-se por observar ao microscópio um suporte de amostra de TXRF usado numa das referidas 
análises. A Figura 4.4 apresenta duas fotografias tiradas a diferentes alvos. 
 
 
 
 
Resultados  |  4 
53 
Condensado do ar exalado como bioindicador humano de exposição ocupacional a chumbo 
 
Figura 4.4a-d: Fotografias microscópicas de suportes utilizados em análise por TXRF, com amostra (ampliação: 100x-200x) 
 
Na fotografia 4.4a podemos ver uma área relativamente uniforme e que à partida permite resultados 
mais homogéneos, em termos de reflexão dos raios incidentes e consequentes quantificações. Na 
figura 4.4b é evidente um aglomerado de partículas que irá com certeza influenciar as medidas, uma 
vez que, ao estar presente no alvo para análise por TXRF, não será analisada por ICP-MS, 
originando as diferenças apresentadas na tabela 4.2 (no caso do Pb e do Zn). Mesmo sendo 
analisada apenas uma alíquota, de onde são retirados volumes diferentes para as duas técnicas, a 
presença destas partículas irá aumentar a diferença entre os resultados obtidos. Estas fotografias 
foram tiradas a alvos com amostras não acidificadas 
Por outro, na figura 4.4c apresenta-se uma imagem totalmente diferente. A base é a mesma, uma 
pequena quantidade de amostra colocada num suporte para análise por TXRF. No entanto, esta 
amostra foi acidificada e, apesar de termos uma visão quase tridimensional, a sua aparência 
semelhante a uma pequena película (que se deve ao facto do ácido nunca secar por completo) 
confere-lhe uma certa homogeneidade. Na figura 4.4d o caso é semelhante, distinguindo-se mais 
facilmente a zona onde o ácido não secou completamente e uma área mais uniforme, com formações 
mais regulares. 
Assim, a acidificação das amostras revelou-se necessária para a determinação elementar nas duas 
técnicas. 
A partir deste trabalho preliminar foi possível estabelecer a melhor metodologia de preparação de 
amostras e avançar para o estudo das concentrações elementares no EBC em ambiente fabril.  
Uma vez que a utilização da técnica de TXRF apenas tinha como objectivo validar o procedimento de 
análise das amostras por ICP-MS, apenas os resultados obtidos por esta última técnica serão 
utilizados na caracterização elementar do EBC. 
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4.2 Caracterização elementar do EBC 
Para o estudo das variações das concentrações elementares no EBC, ao longo da semana de 
trabalho mas também entre indivíduos expostos e não expostos, foram estudadas duas indústrias. 
Ambas têm o chumbo como principal componente dos respectivos processos fabris, apesar da fábrica 
1 trabalhar maioritariamente com matérias-primas, resíduos, reciclagem de materiais com metais 
pesados, enquanto que a fábrica 2 utiliza os materiais resultantes da fábrica 1 na manufactura de 
equipamentos, também eles contendo chumbo. 
Em seguida, apresenta-se o estudo realizado em cada uma delas, do ponto de vista dos elementos 
estudados, dando especial atenção ao chumbo. 
4.2.1 Fábrica 1 
Na figura 4.5 estão representadas as concentrações médias (e os respectivos erros) de Pb obtidas 
para cada fase de recolha dos indivíduos expostos e não expostos. Estão também representados os 
valores extremos e os outliers. 
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Figura 4.5: Concentração de Pb no EBC, em cada fase da semana de trabalho (a, b, c, d) para todos os indivíduos (N = 13) e 
grupo controlo (N = 22), na fábrica 1. 
Como se pode observar na figura, o EBC dos trabalhadores apresenta valores mais elevados para as 
concentrações de Pb, em comparação com os indivíduos não expostos, em qualquer uma das fases 
de recolha. Nota-se uma tendência para o aumento das concentrações ao longo da semana de 
trabalho, apesar de nem sempre significante (p-value = 0.430 entre a e d), associada a um aumento 
durante o dia de trabalho. 
Na tabela 4.4 estão indicadas as concentrações médias (e respectivos erros) dos restantes elementos 
em estudo, para as várias fases de recolha. 
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Tabela 4.4: Concentrações elementares no EBC, em cada fase da semana de trabalho (a, b, c, d) para todos os indivíduos 
(N=13) e grupo controlo (N = 22), na fábrica 1. Os valores apresentados são médias e erro-padrão. 
 Fase de recolha 
CTR a b c d 
 
Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE 
Mn 0.5 ± 0.1 1.9 ± 0.4 2.3 ± 0.6 1.4 ± 0.3 2.9 ± 0.9 
Zn 201.2 ± 31.4 409.3 ± 101.6 219.2 ± 54.7 174.8 ± 43.2 336.5 ± 116.1 
Cu 2.4 ± 0.3 5.7 ± 1.9 8.4 ± 3.1 3.4 ± 0.8 10.9 ± 6.2 
Ni 21.5 ± 3.3 2.9 ± 0.6 13.8 ± 8.8 3.6 ± 0.7 4.7 ± 1.0 
Cr 0.14 ± 0.06 2.8 ± 1.0 3.0 ± 0.9 5.1 ± 1.7 3.5 ± 1.0 
Sb 0.06 ± 0.01 1.1 ± 0.3 1.7 ± 0.3 1.3 ± 0.5 1.1 ± 0.2 
 
Observa-se que as concentrações elementares nos indivíduos expostos são superiores às dos 
indivíduos não expostos, com excepção do Ni. Este elemento apresenta um valor médio bastante 
superior nos controlos. Este facto foi detectado aquando da realização das análises por ICP-MS e 
verificou-se apenas nos últimos controlos mas, como os valores eram muito mais elevados que os 
restantes, a média foi bastante afectada. Tendo em conta a tendência dos restantes elementos, este 
valor pode ser explicado por contaminações dos tubos EppendorfTM utilizados para armazenar as 
amostras de EBC. 
Como já foi referido no Capítulo 2 (Metodologias – tabela 3.6), foram testados vários tubos de 
polipropileno e tubos EppendorfTM, de modo a definir quais os que apresentavam menor 
contaminação. Foram seleccionados para o trabalho futuro os tubos de polipropileno por 
apresentarem menores contagens para os vários elementos em estudo, principalmente para o Pb. 
Apesar de não existirem diferenças estatísticas entre os valores das recolhas a e d, estas estão 
presentes entre d e CTR para todos os elementos estudados, excepto o Zn (p-value = 0.094) e o Cu 
(p-value = 0.088). Entre a recolha a e CTR apenas o Zn não apresenta diferenças significativas (p-
value = 0.357). 
Estes dados indicam que, mesmo havendo algumas diferenças entre os valores recolhidos em a e em 
d (tendência de aumento ao longo da semana de trabalho), estas não são tão evidentes como as 
diferenças com os indivíduos não expostos, sendo este o resultado esperado. 
Assim, estes resultados permitiram testar e estabelecer a metodologia de recolha e de 
armazenamento das amostras. 
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4.2.2 Fábrica 2 
Depois do estudo preliminar realizado na fábrica 1, determinou-se que bastava recolher amostras no 
início e no fim da semana de trabalho, uma vez que eram as recolhas mais representativas, além de 
simplificar a logística de amostragem e diminuir o tempo que os trabalhadores estão afastados do seu 
posto de trabalho. Os resultados das amostragens, em relação ao chumbo, estão representados na 
figura 4.6. 
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Figura 4.6: Concentração de Pb no EBC, em cada fase da semana de trabalho (a, d) para todos os indivíduos (N = 12) e grupo 
controlo (N = 22), na fábrica 2. 
 
Através de comparações não paramétricas (testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis), podemos dizer 
que existem diferenças estatísticas (p-value = 0.028) entre as duas fases de recolha para as 
concentrações de Pb no EBC, tendência que pode ser observada na figura anterior. Também as 
diferenças entre cada fase de recolha e os valores dos controlos são significantes (p-value a-ctr = 
0.0007; p-value d-ctr = 0.0001). 
 
 
 
 
 
 
Resultados  |  4 
57 
Condensado do ar exalado como bioindicador humano de exposição ocupacional a chumbo 
Tabela 4.5: Concentrações elementares no EBC, em cada fase da semana de trabalho (a, d) para todos os indivíduos (N = 12) 
e grupo controlo (N = 22), na fábrica 2. Os valores apresentados são médias e erro-padrão. 
 Fase de recolha 
 CTR a d 
 Média ± SE Média ± SE Média ± SE 
Mn 0.5 ± 0.1 1.6 ± 0.1 1.2 ± 0.3 
Zn 201.2 ± 31.4 323.7 ± 83.7 166.9 ± 44.6 
Cu 2.4 ± 0.3 3.0 ±0.9 2.4 ± 0.5 
Ni 21.5 ± 3.3 5.2 ± 0.6 4.5 ± 1.0 
Cr 0.14 ± 0.06 2.6 ± 0.9 2.2 ± 0.7 
Sb 0.06 ± 0.01 0.19 ± 0.03 0.28 ± 0.04 
 
Como se pode observar na tabela anterior, apenas o Sb regista um aumento entre as recolhas a e d, 
com diferenças significativas (p-value = 0.049). Por outro lado, para o Zn verifica-se também uma 
variação mais pronunciada (e negativa) ao longo da semana de trabalho, mas mesmo assim não é 
estatisticamente significante (p-value = 0.073). Os restantes elementos não apresentam diferenças 
significativas entre as duas fases de recolha, podendo considerar-se que as concentrações se 
mantêm constantes. 
Em termos de comparação das fases de recolha e o grupo controlo, o Zn e o Cu não apresentam 
diferenças estatisticamente significantes, como se pode observar na tabela 4.6. 
 
Tabela 4.6: P-values da relação entre as fases de amostragem na fábrica 2 (a e d) e o grupo controlo (CTR).  
 a-CTR d-CTR 
Zn 0.249 0.428 
Cu 0.692 0.829 
 
Os restantes elementos apresentam-se estatisticamente diferentes entre as fases de recolha e os 
valores dos controlos. 
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4.2.3 Comparação das duas fábricas 
Após o estudo elementar de ambas as instalações fabris, e depois de se observarem claras 
diferenças entre elas, resta-nos efectuar uma comparação simples entre as fases de recolha mais 
significativas (a e d). A diferença em percentagem, entre os valores médios das concentrações 
elementares, encontra-se representada na figura 4.7. 
 
Figura 4.7: Comparação das concentrações elementares no EBC dos trabalhadores das duas fábricas estudadas. Estão 
representadas as diferenças (expressas em percentagem) das concentrações elementares obtidas nas fases de 
recolha mais representativas (a e d) dos trabalhadores da fábrica 1 relativamente aos da fábrica 2. 
Como se pode verificar, a maior parte das diferenças são positivas, o que indica que a fábrica 2 
(utilizada como referência) apresenta concentrações menores em todos os elementos. Este facto vai 
de encontro aos resultados referidos anteriormente, a título individual. No entanto, regista-se uma 
diferença negativa no caso do Ni, determinado em concentrações mais elevadas nos trabalhadores 
da fábrica 2, no início da semana de trabalho. 
Torna-se assim bastante evidente a diferença entre as duas fábricas, em termos de concentrações 
elementares determinadas no EBC. 
 
4.3 Caracterização demográfica e clínica 
A análise da correlação entre as variáveis pressupõe a verificação de uma relação de linearidade 
entre estas. Ao contrário do índice de correlação de Pearson, que considera que as amostras são 
provenientes de populações normais com variâncias iguais (distribuição normal bivariada), o 
coeficiente de correlação de Spearman expressa a variação conjunta de duas variáveis, mas utiliza as 
ordens dos valores para obter uma estimativa da correlação. 
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Assim, para análise da correlação entre as variáveis consideradas neste estudo foi utilizado um teste 
não-paramétrico de correlação, o coeficiente de correlação de Spearman (rs), cujos resultados são 
apresentados na tabela 4.7. 
Embora, como já referido, os coeficientes de correlação da tabela anterior ilustrem apenas a análise 
da associação linear entre as duas variáveis, estes valores poderão dar-nos uma medida das 
variações relativas entre os pares de variáveis analisadas. 
 
Tabela 4.7: Correlações entre antiguidade, FEV1 (%), concentração de Pb no sangue e concentrações elementares no EBC, 
nos indivíduos expostos na fábrica 1. Os valores apresentados são coeficientes de correlação de Spearman (rs) 
com p-value<0.05. 
 
Antiguidade 
(N = 13) 
FEV1 (%) 
(N = 7) 
[Pb] sangue 
(N = 11) 
Pb 0.628 0.821 0.736 
Zn ― -0.786 ― 
Sb 0.614 ― ― 
 
Estes valores permitem-nos dizer que existe uma correlação ténue entre a antiguidade e as 
concentrações de Pb e Sb no EBC. Em relação ao FEV1 (%), verifica-se uma forte correlação positiva 
com os níveis de Pb, e negativa com a concentração de Zn no EBC. Existe também uma correlação 
positiva e entre as concentrações de Pb no EBC e no sangue, bastante importante no âmbito da 
validação do EBC como bioindicador de exposição a este metal. 
A idade dos indivíduos expostos não se mostrou relacionada com as concentrações elementares 
encontradas no EBC. 
Na fábrica 2 não foram encontradas correlações significantes entre as características 
demográficas/clínicas e as concentrações elementares determinadas no EBC. Isto pode dever-se ao 
facto dos trabalhadores da fábrica 2 apresentarem concentrações elementares no EBC muito 
próximas dos controlos e, como tal, muito diferentes da fábrica 1 (como se pode observar no ponto 
4.2.3).  
Também no grupo de indivíduos não expostos (estudados como grupo controlo) não foram 
encontradas associações significantes entre a concentração de Pb no EBC e a idade. As restantes 
características não foram analisadas para este grupo, uma vez que o FEV1 (%) não foi avaliado e o 
estudo da antiguidade não teria significado, devido às características do ambiente indoor. 
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4.3.1 Factores de risco: hábitos tabágicos 
As características estudadas anteriormente podem apresentar relações mais ou menos significativas 
com a concentração de Pb no EBC, mas não podem ser considerados factores de risco. Falámos em 
idade, tempo de serviço e capacidade respiratória; agora coloca-se em evidência os hábitos tabágicos 
dos indivíduos expostos. A figura 4.8 que se segue representa a relação entre o número de 
fumadores/não fumadores e as concentrações médias de Pb no EBC. 
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Figura 4.8: Representação gráfica da relação entre a concentração de Pb no EBC e os hábitos tabágicos dos indivíduos 
expostos na fábrica 1 (1), na fábrica 2 (2) e dos controlos (3). 
 
Como se pode observar, existem algumas diferenças, mas não são significativas (p-value > 0.05). 
Não se pode dizer que exista uma correlação entre os hábitos tabágicos dos indivíduos expostos e a 
concentração de Pb encontrada no EBC, uma vez que a dispersão é muito grande mesmo entre os 
fumadores. 
Também no grupo de indivíduos não expostos não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significantes entre as concentrações elementares no EBC e os hábitos tabágicos. 
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A poluição do ambiente de trabalho é um tópico cada vez mais discutido por médicos, investigadores 
e responsáveis por higiene e segurança no trabalho, em todo o mundo. Se em escritórios o problema 
também se coloca, em ambientes fabris as medidas de prevenção devem ser redobradas devido às 
concentrações mais elevadas de agentes potencialmente tóxicos. (Lee & Chang 2000; Menezes et 
al., 2004; Stranger et al., 2007) 
A determinação da exposição de trabalhadores de instalações fabris a substâncias com diversos 
graus de toxicidade, apesar de contar já com várias décadas de estudo, teve um avanço significativo 
nos últimos anos devido ao surgimento de novas técnicas analíticas. No entanto, os meios biológicos 
recolhidos são o sangue e a urina, que não fornecem uma avaliação directa da exposição. Torna-se 
necessário encontrar alternativas, uma vez que a determinação de concentrações de metais em 
diferentes fluidos biológicos pode também fornecer informação útil sobre a cinética e uma melhor 
compreensão das interacções físico-químicas entre os metais. (Goldoni et al., 2004) 
No entanto, a caracterização inflamatória, iónica e elementar do EBC para fins de saúde ambiental 
ainda é escassa. Vários estudos já reportaram como é importante a determinação de marcadores de 
stress oxidativo no EBC como forma de avaliação da resposta inflamatória em cenário ocupacional 
(Hoffmeyer et al. 2007; Fireman et al, 2008) e na distinção entre exposições agudas e crónicas (Do et 
al 2009). 
O condensado do ar exalado surge então como possível bioindicador não invasivo de exposição a 
poeiras e gases de metais pesados, pretendendo este trabalho avaliar as suas capacidades para 
essa função, nomeadamente no caso do chumbo, bem como o desenvolvimento da respectiva 
metodologia de recolha e análise. 
Como forma de complementar esta avaliação, principalmente a nível elementar, foi realizada uma 
breve caracterização ambiental, tanto em cenário fabril como em escritórios, recorrendo a 
amostradores fixos. Os resultados demonstraram uma elevada carga de material particulado nas 
instalações fabris (fábrica 1), além de concentrações elementares (principalmente de chumbo) acima 
dos valores regulamentados, estando de acordo com as observações empíricas e imediatas que 
podem ser registadas numa simples visita às instalações. Os valores obtidos para o ambiente de 
escritórios permitem assegurar a escolha acertada do grupo controlo, que não deve estar exposto de 
forma persistente aos poluentes em estudo. 
Também o estudo da exposição ao chumbo através de amostradores pessoais permitiu comprovar o 
ambiente poluído a que os trabalhadores estavam expostos, tendo sido obtidas concentrações de 
chumbo bastante superiores aos valores limite de exposição regulamentados. 
Mesmo antes da avaliação da dose realmente inspirada pelos trabalhadores e tendo em conta 
apenas a fracção respirável de partículas e o ambiente de trabalho, torna-se claro que algumas 
medidas devem ser tomadas. 
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O risco para a saúde dos trabalhadores, patente nos valores obtidos, implica a implementação de 
medidas correctivas, que passam pela instalação de um sistema de extracção eficaz na zona dos 
cadinhos e a melhoria do sistema já existente na zona dos fornos, para evitar a dispersão dos fumos 
no local de trabalho. Também a medicina do trabalho deve estar directamente envolvida, 
assegurando a vigilância médica dos trabalhadores expostos aos agentes tóxicos, através de exames 
regulares. 
Por outro lado, a informação é extremamente importante e os trabalhadores devem ser instruídos 
acerca dos riscos a que estão expostos, para que as regras de protecção individual não sejam 
descuradas. 
Por questões de agendamento, não foi possível analisar a qualidade do ar na fábrica 2 em tempo útil, 
mas uma comparação geral pode ser feita, em termos de observação do local. 
As duas fábricas estudadas, apesar de terem por base o mesmo tipo de matérias-primas, 
apresentavam um processo fabril totalmente distinto. Enquanto a fábrica 1 tinha um ambiente muito 
mais poluído, com fumos e poeiras, devido à fundição dos metais nos fornos, a fábrica 2 apresentava-
se à partida mais limpa, com instalações espaçosas e aparentemente bem ventiladas. De forma geral, 
era possível distinguir de forma inequívoca os dois ambientes; no entanto, restava confirmar este 
facto com as respectivas análises. 
Assim, e de forma geral, estes dois passos de caracterização ambiental podem ser complementares, 
servindo de ponto de partida para a caracterização pessoal dos trabalhadores, e podem ajudar a 
responder a uma das principais questões que estão na base deste trabalho: as concentrações 
elementares de EBC reflectem o ambiente de trabalho, bem como a diferença entre os dois espaços? 
Efectivamente, e com base nos resultados obtidos para a fábrica 1, podemos dizer que o EBC reflecte 
a contaminação ambiental, principalmente tendo em conta os elementos estudados. Os valores 
obtidos para as concentrações elementares do EBC mostram uma tendência semelhante aos 
registados através da análise da qualidade do ar, respondendo assim à questão colocada em 
primeiro lugar. 
O facto dos valores médios obtidos para o Mn, Cu, Cr e Ni não diferirem muito entre as duas fábricas 
não indica que não existam diferenças. Enquanto na fábrica 1 se verifica um aumento das 
concentrações de todos os elementos (com excepção do Sb e do Zn) durante a semana de trabalho, 
na fábrica 2 os valores mantêm-se constantes (ou com variações não significantes), além de que 
estes últimos são da ordem de grandeza dos controlos. Este facto demonstra a diferença entre as 
duas fábricas, corroborando os dados que indicam uma maior exposição dos trabalhadores da fábrica 
1 aos elementos estudados.  
Em estudos com outros elementos (Cr, W) esta tendência de aumento ao longo da semana de 
trabalho também se verificou, mostrando que as variações das concentrações elementares no EBC 
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de trabalhadores expostos são dependentes do nível e duração da exposição. (Mutlu et al., 2001; 
Antczak & Gorski, 2002; Lemiere, 2002; Caglieri et al., 2006; Goldoni et al., 2004, 2006, 2008). 
O Zn apresenta um comportamento contrastante em relação aos elementos referidos anteriormente, 
diminuindo ao longo da semana de trabalho. Esta tendência verifica-se em ambas as fábricas e 
poderá ter uma base fisiológica, uma vez que o Zn é necessário para o crescimento e multiplicação 
de células, integridade do sistema imunitário, acções anti-inflamatórias (activação das vias de 
remoção macrofágicas), protecção contra radicais livres (actividade da superóxido dismutase), entre 
muitos outros processos biológicos. Tem ainda um papel bioquímico muito importante na actividade 
de mais de 300 enzimas (oxiredutases, transferases, hidrolases, isomerases, liases e ligases), 
podendo ser essencial para a sua estrutura, regulação e/ou acção catalítica. (Thunus & Lejeune, 
1994; Apostoli, 2002; Bond, 2005; Deng et al., 2009) 
Assim, como foi possível constatar através da análise do ar ambiente, os trabalhadores estão 
expostos a elevadas concentrações de Zn. Ora, uma vez que o elemento está presente no ambiente 
numa quantidade superior ao normal e é bastante necessário para o organismo, poderá verificar-se 
um aprisionamento de Zn. Desta forma, ao ser requisitado para os diversos processos biológicos 
onde está envolvido, não será libertado através do EBC, uma vez que será absorvido e encaminhado 
para os diferentes sistemas de forma mais rápida. Não podemos esquecer, no entanto, que a 
manutenção da homeostase intracelular do Zn é fundamental, o que poderá ser conseguido através 
de trocas membranares com outros iões ou por outros processos que envolvam dispêndio energético 
com vista ao seu armazenamento intracelular. As células do epitélio respiratório têm esta capacidade, 
apesar de existir pouca informação acerca dos processos da passagem do Zn para o meio 
intracelular. (Deng et al., 2009) 
Esta questão é pouco conhecida e merecia um acompanhamento mais aprofundado. Seria bastante 
interessante que, no futuro, se aproveitasse este primeiro passo para estudar o comportamento deste 
elemento noutros meios biológicos, como forma de explicar mas também de complementar os 
estudos já efectuados. 
Como já foi referido nos Resultados, as concentrações elementares de Ni nos controlos não deverão 
ser consideradas para um estudo comparativo, uma vez que foi detectada uma contaminação nos 
tubos EppendorfTM onde as amostras se encontravam armazenadas. Foram afectadas cerca de 
metade das amostras dos indivíduos controlo o que, em termos médios, impossibilita o estudo 
estatístico deste elemento. Deverão ser analisadas novas alíquotas das amostras contaminadas ou 
até nova recolha de EBC, que não foi possível realizar durante este trabalho. 
O facto do Sb se apresentar muito elevado no material particulado mas não ser significativo no EBC, 
pode originar alguma controvérsia. Está descrito que a maior parte da dose absorvida é metabolizada 
em 48h, principalmente em associação com outros elementos como o Pb e o As, permanecendo uma 
pequena fracção em circulação retida nos eritrócitos. (Bencze, 1994) Este facto pode então indicar 
uma absorção mais rápida, não permitindo a acumulação nas vias respiratórias durante o mesmo 
período de tempo que os restantes elementos estudados. Além disso, a dose que não fica retida nos 
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tecidos é rapidamente excretada por via renal, sendo por isso a urina um bom meio para determinar a 
exposição a este elemento. (Gerber et al., 1982; Lüdersdorf et al., 1987; Gebel, 1997; McCallum, 
2005). Por outro lado, também se pode colocar a hipótese do Sb ficar realmente retido nas vias 
respiratórias no fluído do revestimento do epitélio pulmonar e/ou por apresentar menor solubilidade 
na fase aquosa dificultando a sua condensação no EBC.  
No que diz respeito ao chumbo, o elemento de maior interesse neste estudo, os seus níveis no EBC 
revelam uma tendência característica. Como foi descrito nos Resultados, as concentrações 
aumentam até níveis relativamente estáveis ao longo da semana de trabalho, mas mostram-se mais 
baixos no primeiro dia do período de trabalho. Este facto opõe-se a métodos de avaliação de 
exposição a longo prazo, que tendem a ser mais conservativos ao longo do período considerado 
(semana de trabalho de 5 dias). (p.e. Caglieri et al., 2006; Goldoni et al., 2004, 2006; Sheepers et al. 
2008) Isto pode sugerir uma capacidade de recuperação durante a fase não exposta (período de 
descanso ou durante a noite) por absorção do Pb dos pulmões para a circulação sistémica. 
Os valores considerados como outliers, nalguns casos muito mais elevados que os restantes, podem 
dever-se à contaminação por partículas retidas na boca dos indivíduos, que se depositaram no 
condensado aquando das recolhas. Alguns trabalhadores foram observados a retirar a máscara de 
protecção no local de trabalho, expondo-se de forma mais crítica, o que poderá resultar num maior 
intake de Pb para o tracto respiratório, mesmo até imediatamente antes da recolha. Apesar das 
recomendações, são situações que não podem ser controladas e que deverão ser integradas no 
estudo. Este facto foi também descrito nas Metodologias e os conhecimentos adquiridos a partir desta 
situação são particularmente úteis para a optimização dos métodos de recolha e tratamento das 
amostras. 
A variabilidade entre indivíduos também pode ser explicada considerando diferentes tarefas nas 
instalações fabris, associadas à exposição a diferentes concentrações elementares, diferentes 
espécies químicas ou até possíveis diferenças no comportamento dos indivíduos no seu local de 
trabalho. Diferentes propriedades físico-químicas, em termos de valência e solubilidade, podem 
implicar diferentes propriedades cinéticas e dinâmicas, levando a um comportamento diferente do 
EBC, quando comparado com a urina, cujos conteúdos variam com a solubilidade das espécies. 
(Caglieri et al., 2006) 
Uma vez que, nos indivíduos expostos considerados, a inalação é a principal via de entrada do Pb, 
que posteriormente é absorvido pela circulação sistémica, seria de esperar uma correlação positiva 
entre o Pb no sangue e no EBC, e é exactamente isso que acontece. Esta correlação poderá sugerir 
que o EBC pode permitir uma estimativa da concentração de Pb no sangue, de forma menos 
conservativa, bem como a determinação da dose diária de exposição. O EBC tem sido considerado 
um bioindicador de exposição recente e este facto pode até complementar os resultados obtidos 
através do estudo de outros meios biológicos. (Mutti & Corradi, 2006) 
Além disso, pode haver uma estimativa de um valor limite máximo de Pb ao qual um indivíduo pode 
estar diariamente exposto, para que não exceda determinada concentração de Pb no sangue. No 
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entanto, a validação destas hipóteses requer uma monitorização contínua de um número 
relativamente elevado de indivíduos expostos, de forma controlada, a fim de se obter um razoável 
grau de confiança. Ainda assim, a força de uma correlação pode estar dependente de outros factores 
como a solubilidade dos compostos inalados (Kraus et al., 2001; Goldoni et al., 2004), que pode 
resultar em fracas correlações devido a uma assimilação mais lenta dos elementos pela circulação 
sistémica, aumentando o tempo de transição do Pb entre o tracto respiratório e o sangue. 
Enquanto que o estudo da exposição directa a elementos potencialmente tóxicos é muito importante, 
as características demográficas e clínicas dos grupos estudados também não devem ser descuradas 
neste tipo de avaliações, uma vez que permitem analisar as relações entre os vários elementos e os 
potenciais factores de risco. No caso deste trabalho, apenas foi considerado um possível factor de 
risco (hábitos tabágicos) que, apesar de apresentar diferenças a nível de concentração elementar de 
Pb entre os indivíduos fumadores e não fumadores, não se apresentou estatisticamente significante. 
O conhecimento da absorção de metais pesados, nomeadamente o Pb, pelas vias respiratórias ainda 
é reduzido. Geralmente os estudos que englobam estes elementos são feitos com base na absorção 
através da ingestão, talvez por parecer ter resultados mais imediatos e/ou com mais riscos para a 
saúde humana. No entanto, as consequências directas para o aparelho respiratório, e mesmo em 
termos de dose a que o indivíduo este exposto, têm sido pouco estudadas. 
Os elementos analisados poderão ser estudados em maior detalhe através da metodologia 
desenvolvida neste trabalho, mas com outro tipo de compromisso com as instalações fabris a avaliar. 
Um estudo abrangente que permitisse avaliar os elementos mais importantes em determinadas 
indústrias poderia ser constituído por recolha de EBC mas também por análises à urina e ao sangue, 
uma vez que para o presente trabalho só foram facultados valores de concentrações sanguíneas de 
chumbo. No entanto, uma avaliação mais alargada implica uma maior disponibilidade dos 
trabalhadores voluntários, mas também da entidade empregadora, que veria o seu processo de 
produção parcialmente interrompido durante um período mais longo de tempo. Todos estes aspectos 
devem ser ponderados e discutidos para que se chegue a um compromisso entre ambas as partes – 
uma avaliação correcta minimizando o distúrbio da laboração e dos trabalhadores em causa. 
O desenvolvimento e validação de uma metodologia adequada à recolha, armazenamento e análise 
das amostras de EBC foi uma parte fundamental deste estudo, revelando-se este trabalho preliminar 
de extrema importância. As dificuldades encontradas, no que respeita às contaminações, devido aos 
níveis ultra-vestigiais da gama de concentrações estudada, aos procedimentos de optimização das 
técnicas analíticas, e à avaliação das características da matriz do EBC permitiram uma visão 
aprofundadada e global das metodologias e de como as maiores fontes de variabilidade poderão ser 
mitigadas. 
Todos os aspectos anteriormente descritos permitem enfatizar a importância da toxicologia 
ocupacional, neste caso referente à exposição a metais pesados e à utilização do condensado do ar 
exalado como um bioindicador viável e muito promissor neste tipo de estudos. 
 Nota: O formato das referências bibliográficas segue as regras do American Journal of Human Biology. 
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